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RESUMO 
 
A excitotoxicidade glutamatérgica têm sido correlacionada com a 
patofisiologia da depressão e a modulação deste sistema vem sendo 
abordada como uma potencial estratégia no tratamento deste transtorno 
de humor. A atorvastatina é uma estatina sintética e lipofílica que 
apresenta um efeito satisfatório na diminuição dos níveis de colesterol, é 
segura e bem tolerada. Estudo com humanos sugerem uma correlação 
positiva entre o uso de estatinas e a diminuição do risco de depressão. O 
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito tipo antidepressivo da 
administração de atorvastatina a camundongos, a participação da via L-
arginina-NO-GCs-GMPc neste efeito e a correlação entre o efeito 
antidepressivo e neuroprotetor frente à toxicidade glutamatérgica em 
fatias de hipocampo e córtex cerebral. Demonstrou-se a participação dos 
receptores NMDA e da via de sinalização L-arginina-NO-GCs-GMPc 
no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina no Teste de Suspensão 
pela Cauda (TSC). A administração aguda de atorvastatina (p.o.) reduziu 
o tempo de imobilidade no Teste do Nada Forçado (TNF) e no TSC 
(0,1-30 mg/kg), sem alterar a atividade locomotora dos animais. O efeito 
tipo-antidepressivo da atorvastatina (0,1mg/kg) foi prevenido pela 
administração de NMDA (0,1 pmol/ sítio, i.c.v.), L-arginina (750mg/kg, 
i.p., substrato da ONS) ou sildenafil (5mg/kg, i.p., um inibidor da 
PDE5). A administração de MK-801 (0,001mg/kg, i.p., um antagonista 
do receptor NMDA), 7-nitroindazol (50mg/kg, i.p., inibidor da NOSn) 
ou ODQ (30pmol/ sítio, i.c.v., inibidor da GCs) em combinação com 
uma dose sub-efetiva de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) reduziu o 
tempo de imobilidade dos animais no TSC quando comparado com a 
administração das drogas isoladas. O tratamento agudo com 
atorvastatina ainda aumentou os níveis hipocampais de uma 
neurotrofina, o BDNF (0,1-10,0 mg/kg, p.o.), porém não preveniu da 
toxicidade glutamatérgica induzida pela incubação de fatias de 
hipocampo e córtex com glutamato (10 mM). Em contrapartida o 
tratamento repetido com atorvastatina (10mg/kg, 1 vez/dia, 7 dias 
consecutivos), foi capaz de desencadear um efeito neuroprotetor em 
fatias de hipocampo, porém não de córtex frontal, submetidas a 
toxicidade glutamatérgica, via diminuição da liberação de glutamato 
induzida por glutamato. A administração repetida de fluoxetina (10 
mg/kg p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos), um antidepressivo clássico, 
também demonstrou efeito neuroprotetor e tipo-antidepressivo similares 
aos decorrentes da administração repetida de atorvastatina. Estes 
resultados apontam para uma associação entre o efeito neuroprotetor e 
antidepressivo da atorvastatina. 
 
Palavras-chave: Atorvastatina, neuroproteção, sistema glutamatérgico, 
efeito tipo-antidepressivo.  
 
ABSTRACT 
 
Glutamate excitotoxicity has been related to the pathophisiology of 
depression and this system modulation has been proposed as a potencial 
strategy for the treatment of this mood disorder. Atorvastatin is a 
synthetic and lipophilic statin that presents a good effect in decreasing 
cholesterol levels and is safe and well tolerated in humans. Population-
based studies have suggested a positive role of statins in reducing 
depression risk. This study aimed to investigate the antidepressant-like 
effect of atorvastatin, the involvement of L-arginine-NO-GC-cGMP in 
this effect and the relationship between antidepressant-like effect and 
neuroprotective effect of atorvastatin in hippocampal and cortical slices 
subjected to glutamate toxicity. The participation of NMDA receptors 
and L-arginine-NO-GC-cGMP on the antidepressant-like effect was 
demonstrated in the tail suspension test (TST). Acute atorvastatin 
administration (p.o.) reduced the immobility time both in TST and in 
Forced Swimming Test (FST) (0.1-30 mg/Kg). Atorvastatin (0.1 mg/kg) 
antidepressant-like effect was prevented by pretreatment of mice with 
NMDA (0.1 pmol/site, i.c.v.), L-arginine (750 mg/kg, i.p., a substrate 
for NOS) or sildenafil (5 mg/kg, i.p., a PDE-5 inhibitor). The 
administration of MK-801 (0.001mg/Kg, i.p., an NMDA receptor 
antagonist), 7-nitroindazole (50 mg/kg, i.p., a nNOS inhibitor), 
methylene blue (20 mg/kg, i.p., an inhibitor of both NOS and sGC) or 
ODQ (30 pmol/site i.c.v., a sGC inhibitor) in combination with a sub-
effective dose of atorvastatin (0.01 mg/kg, p.o.) reduced the immobility 
time in the TST as compared with drugs alone. Acute atorvastatin 
treatment (0.1 - 10.0 mg/kg, v.o.) also increased hippocampal BDNF 
expression, however did not prevent from glutamatergic toxicity 
induced by hippocampal and cortical slices incubation with glutamate 
(10 mM). On the other hand, repeated treatment with atorvastatin (10 
mg/kg p.o., once a day, for 7 consecutive days) exerted neuroprotective 
effect in hippocampal slices, but not in cortical slices, subjected to 
glutamatergic toxicity, by decreasing glutamate release induced by 
glutamate. This neuroprotective effect could be linked to the 
antidepressant-like effect triggered by repeated administration of 
atorvastatin. Both, the neuroprotective effect and the antidepressant-
effect evoked by repeated atorvastatin treatment can be compared with 
the neuroprotective and antidepressant-like effect of fluoxetine 
(10mg/kg p.o., once a day, for 7 consecutive days), a classic 
antidepressant. Altogether these results demonstrate an association 
between the neuroprotective and the antidepressant action of 
atorvastatin. 
 
Keywords: Atorvastatin, neuroprotection, glutamatergic system, 
antidepressant-like effect.  
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 
  
Um dos mais importantes sinalizadores químicos utilizados no 
Sistema Nervoso Central (SNC) é o aminoácido excitatório L-glutamato 
(Danbolt, 2001). O tecido cerebral contém uma concentração bastante 
elevada de glutamato, cerca de 5-15 mmol/kg. A maior parte deste 
glutamato é encontrada em neurônios. A concentração de glutamato no 
citoplasma de neurônios glutamatérgicos é de aproximadamente 5-
10mM. Esta concentração é muito maior do que a concentração de 
qualquer outro aminoácido e muito mais abundante neste tecido do que 
em qualquer outro (Ottersen, Zhang, Walberg, 1992; Danbolt, 2001). 
O glutamato participa de muitas reações no SNC de mamíferos, 
mantendo os fenômenos plásticos vinculados ao desenvolvimento, ao 
aprendizado e à memória e sendo considerado um mediador das 
emoções (Meldrum, 2000, Danbolt, 2001). Do ponto de vista 
metabólico, o glutamato pode ser entendido como um esqueleto 
carbônico, que usualmente provém da glicose que através do ciclo do 
ácido cítrico é convertida a α-cetoglutarato, e por sua vez recebe um 
grupamento amino de outro aminoácido através de uma reação de 
transaminação (Siegel et al., 2006). 
O glutamato citoplasmático é encontrado em maiores 
concentrações nos terminais axonais, sendo armazenado em vesículas 
através dos transportadores de glutamato (VGluts) (Takamori, 2006). 
Em resposta a altas concentrações de íons cálcio (Ca
2+
), tipicamente 
resultantes de potenciais de ação, as vesículas fundem com a membrana 
plasmática, liberando o glutamato para a fenda sináptica. Uma vez na 
fenda sináptica, o glutamato pode difundir-se e interagir com diferentes 
receptores alvos localizados nas membranas pré e pós-sinápticas (Kew e 
Kemp, 2006). 
Existem basicamente duas categorias de receptores 
glutamatérgicos: os receptores ionotrópicos (iGluR) – canais iônicos que 
se abrem com a união de glutamato -  e os receptores metabotrópicos 
(mGluR) – que não conduzem fluxos de íons mas sim ativam enzimas 
intracelulares através do acoplamento a proteínas G (Kew e Kemp, 
2006; Siegel et al., 2006). Receptores ionotrópicos são canais iônicos 
multiméricos e a união de agonistas a esses receptores leva a alteração 
conformacional do canal, o que aumenta a probabilidade de abertura do 
mesmo e acarreta em influxo de íons. As três classes de iGluR foram 
inicialmente nomeadas pela seletividade a seus agonistas: N-metil-d-
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aspartato (NMDA), α-amino–3–hidroxi–5–metil–4–ácido isoxazol 
propiônico (AMPA) e kainato (KA) (Kew e Kemp, 2006). Já os mGluR 
constituem-se de proteínas com sete domínios transmembrana acoplados 
a proteína G. Existem 8 tipos de mGluR e estes foram identificados e 
classificados em 3 grupos (I, II e III), baseados na homologia da 
seqüência de aminoácidos, vias de transdução de sinais e seletividade 
farmacológica (Kenny e Markou, 2004). A união do glutamato aos 
mGLuRs leva a ativação de cascatas de sinalização intracelular 
dependentes de proteína-G. Os mGluRs do tipo I ativam a fosfolipase C 
enquanto os tipos II e III são usualmente acoplados a modulação da 
atividade da adenilato ciclase (Conn e Pin, 1997). Os iGLuRs e os 
mGluRs coexistem em uma mesma sinapse (Pin e Duvoisin, 1995). 
Uma vez na fenda sináptica, o glutamato ativa inicialmente os 
receptores AMPA, levando a entrada de íons sódio para o interior do 
neurônio, despolarizando-o. Quando a membrana neuronal é 
despolarizada, e somente nessas condições, o íon magnésio que mantém 
o potencial de repouso do receptor NMDA é liberado, o que permite a 
união dos co-agonistas serina e glicina ao receptor (Hara e Snider, 
2007). Dessa forma correntes iônicas ocorrem através do receptor 
NMDA, o que acarreta entrada de grande quantidade de Ca
2+
 
extracelular para o interior da célula (Ozawa et al., 1998). 
Pouca ou nenhuma conversão metabólica do glutamato é 
realizada a nível extracelular, o que permite que este interaja com seus 
receptores pós-sinápticos até que seja difundido ou retirado da fenda 
sináptica através dos transportadores de aminoácidos excitatórios 
(EAAT) dependentes de sódio, que mantém os níveis fisiológicos de 
glutamato. Os transportadores de glutamato são responsáveis pela 
captação do glutamato extracelular, permitindo assim a 
neurotransmissão excitatória normal e protegendo da excitotoxicidade. 
Existem cinco tipos de EAATs que diferem quanto a localização e/ou 
função, e grande parte desses transportadores está presente nos 
astrócitos próximos às sinapses glutamatérgicas, sugerindo que o 
glutamato liberado nas sinapses é reciclado nos astrócitos, ou seja, 
convertido a glutamina, liberado no espaço extracelular, captado por 
neurônios e convertido novamente a glutamato (Danbolt, 2001; 
Featherstone, 2010). Nos roedores os EAATs são designados como 
transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e  transportador de 
glutamato-1 (GLT-1) (em humanos são designados como EAAT1 e 
EAAT2, respectivamente) e são considerados transportadores gliais. 
Transportadores neuronais também são importantes para manter as 
baixas concentrações extracelulares de glutamato. O transportador 
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neuronal de glutamato mais amplamente distribuído no cérebro é o 
carreador de aminoácidos excitatórios 1 (EAAC1 - homólogo humano, 
EAAT3), encontrado em regiões não-sinápticas (Danbolt, 2001). Uma 
representação da sinapse glutamatérgica está apresentada na Fig. 1.  
 
 
Figura 1. Esquema de uma sinapse excitatória. O neurônio pré-
sináptico contém vesículas sinápticas com transportadores de glutamato 
(ponto vermelho), mitocôndria com glutaminase (ponto amarelo), 
receptores metabotrópicos de glutamato (mGlu-R) e transportadores de 
glutamato (EAAT2) e glutamina (laranja). O neurônio pós-sináptico 
contém receptores iGLURs (AMPA e NMDA), mGLURs e 
transportadores de glutamato. Circundando a sinapse neuronal, estão os 
astrócitos com transportadores de glutamato (EAAT1 e EAAT2), 
receptores de glutamato e vesículas cheias do neurotransmissor. O 
glutamato que escapa da fenda sináptica sem ser captado por 
transportadores pode ser difundido para sinapses vizinhas (Adaptado de 
Siegel e colaboradores, 2006). 
 
Apesar da importância fisiológica do glutamato, a retirada desse 
aminoácido da fenda sináptica é um importante mecanismo a fim de 
diminuir a quantidade desse neurotransmissor na fenda, prevenindo a 
excitotoxicidade (Phillis e O’regan, 2002). 
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1.1.1 Excitotoxicidade 
 
Apesar do papel fisiológico do glutamato, seus efeitos tóxicos em 
certas condições são conhecidos em várias regiões do SNC desde 1960. 
Da relação entre os efeitos fisiológicos e tóxicos do glutamato surgiu o 
termo excitotoxicidade, proposto primeiramente por Olney e 
colaboradores em 1970 (Curtis e Watkins, 1960; Krnjevic e Phillis, 
1963; Olney, 1989). 
O termo excitotoxicidade refere-se à toxicidade causada pelo 
aumento da concentração de glutamato durante a transmissão sináptica e 
conseqüente morte neuronal (Meldrum 2000). A estimulação excessiva 
dos receptores glutamatérgicos pode ter inúmeros efeitos prejudiciais, 
como o influxo massivo de Ca
2+
 e a liberação de óxido nítrico (NO) 
(Lau e Tymianski, 2010). 
Já foi demonstrado que o influxo de Ca
2+
 através dos receptores 
NMDA é essencial para a excitotoxicidade glutamatérgica (Choi, 1985), 
e esse íon pode atingir níveis críticos levando ao surgimento de danos e 
até mesmo morte celular (Szydlowska e Tymianski, 2010). Os 
receptores NMDA são permeáveis a Ca
2+
 permitindo que ocorra um 
grande aumento das concentrações desse íon no interior da célula, 
portanto, a hiperativação deste iGluR tem sido considerada a principal 
responsável pela morte celular devido à excitotoxicidade (Stone e 
Addae, 2002). O influxo de Ca
2+
 pode levar a ativação de cascatas 
tóxicas, que culminam em última instância com a morte celular. Essas 
cascatas incluem a ativação de enzimas catabólicas como fosfolipases, 
endonucleases ou proteases como a caspase e calpaína (Siegel et al., 
2006). Ainda, grande parte do Ca
2+
 é seqüestrado pela mitocôndria, o 
que acarreta em acidose metabólica, inibição da fosforilação oxidativa, 
formação de poros de permeabilidade transitória, colapso bioenergético 
e formação de radicais livres via toxicidade mitocondrial (Nichols et al., 
2007; Ryter et al., 2007).  
A toxicidade do Ca
2+
 via receptor NMDA, depende em parte da 
existência de proteínas de ancoramento como a proteína de densidade 
pós-sináptica (PSD-95) que permite a interação deste segundo 
mensageiro com enzimas intracelulares como a óxido nítrico sintase 
(NOS) (Sattler et al., 1999; Aarts et al., 2002). Uma vez que o receptor 
NMDA permite o influxo de Ca
2+
, este interage com a calmodulina 
dando origem ao complexo cálcio-calmodulina (CaM-cinase II), que por 
sua vez ativa a NOS, que interage com a PSD-95. A NOS ativada 
produz NO a partir da L-arginina. Dentre múltiplos alvos a NO ativa a 
guanilato ciclase (GC), a enzima que catalisa a conversão de guanosina 
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trifosfato (GTP) ao mensageiro intracelular guanosina monofosfato 
cíclica (GMPc), que por sua vez é degradada a GMP por ação de 
fosfodiesterases (PDE) (Esplugues, 2002; Siegel et al., 2006). Uma vez 
formado, o NO pode ainda interagir com o radical livre superóxido 
levando a formação de peroxinitrito, um potente oxidante, que pode 
causar nitração e/ou oxidação de proteínas, peroxidação de lipídeos e 
dano direto ao DNA, levando a morte celular (Radi et al.,1991a; Radi et 
al., 1991b)  
Já está estabelecido que o NO inibe também a neurogênese (Zhu 
et al., 2006). As neurotrofinas são proteínas que controlam a 
sobrevivência e diferenciação na sinaptogênese e apresentam um 
importante papel na plasticidade sináptica no SNC (Carvalho et al., 
2008). O fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) é sintetizado 
como uma pré-pró-neurotrofina, em muitas regiões do encéfalo como o 
hipocampo e o córtex cerebral (Zhou et al., 2004) e precisa passar por 
modificações pós-translacionais antes de ser transformada a uma 
proteína homodimérica madura. Os níveis e a secreção de BDNF podem 
ser regulados por atividade neuronal, e este co-localiza com um receptor 
da família dos receptores de tirosina cinase, o TrkB, nas sinapses 
glutamatérgicas (Matsumoto et al. 2006). Existe ampla evidência de que 
o BDNF influencia a formação, a estabilidade e a morfologia das 
sinapses excitatórias, provavelmente por mecanismos pré-sinápticos e 
pós-sinápticos (Wu et al., 1996; Gomes et al., 2006), como também 
participa da plasticidade sináptica, e está envolvido nos fenômenos de 
aprendizado e memória (Koponen et al., 2004). Uma depleção nos 
níveis hipocampais de BDNF pode acarretar em déficits cognitivos e 
comprometer a extinção de memórias aversivas (Heldt et al., 2007).   
Muitas doenças neurodegenerativas apresentam a 
excitotoxicidade como um evento que acompanha o aparecimento e/ou o 
curso da doença. Já foi relatado que o evento excitotóxico é comum na 
isquemia cerebral (Jorgensen e Diemer, 1982; Tymianski, 2011), no 
trauma encefálico (Faden et al., 1989; Baker et al., 1993; Koura et al., 
1998) em várias doenças neurodegenerativas como nas enfermidades de 
Parkinson (Boll et al., 2011; Chen et al., 2011) e Alzheimer (Cassano et 
al., 2011) e também em doenças neuropsiquiátricas como o transtorno 
bipolar (Ginsberg et al., 2011), a esquizofrenia (Moghaddam e Javitt 
2012) e a depressão (Sanacora, 2008).  
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1.2 DEPRESSÃO 
 
A depressão é um transtorno grave e debilitante que afeta milhões 
de pessoas em todo o mundo. É caracterizada por permanente tristeza, 
anedonia, culpa, baixa auto-estima, distúrbios do sono, falta de 
concentração e pensamentos suicidas. A Organização Mundial da Saúde 
elegeu a depressão maior como a quarta causa de incapacidade em 1990 
e acredita que em 2020, este transtorno de humor seja o segundo 
causador de incapacidades em todo o mundo (Murray e Lopez, 1996). 
Pacientes acometidos por depressão maior ou transtorno bipolar 
apresentam uma taxa de suicídio em torno de 15%, de forma que estes 
transtornos promovem sofrimento incalculável, prejuízos funcionais que 
limitam a vida social do paciente e acarretam altos custos financeiros 
(Picchini et al., 2004; Mclntyre et al., 2006; Prince et al., 2007). 
Regiões do encéfalo como o córtex pré-frontal, córtex cingulado 
anterior, complexo amigdalóide, giro parahipocampal e hipocampo 
estão envolvidas no processamento da emoção e na integração desta 
com a cognição e as funções viscerais (Frangou, 2006). A depressão está 
associada a alterações morfológicas dessas regiões, como atrofia, 
vulnerabilidade seletiva à morte celular de neurônios regionais, 
alterações neuroquímicas, mudanças na sinalização intracelular e na 
expressão gênica (Tsankova et al., 2007).  
A patofisiologia da depressão envolve fatores genéticos e 
ambientais que contribuem para a vulnerabilidade de um indivíduo ao 
desenvolvimento da depressão (Ansorge et al., 2007), de forma que a 
etiologia e a neurobiologia deste transtorno ainda não se encontra 
totalmente elucidada (Shaltiel et al., 2007), o que dificulta o 
desenvolvimento de tratamentos efetivos. 
A observação de que os sintomas clínicos dos pacientes com 
depressão são influenciados com a manipulação farmacológica do 
sistema monoaminérgico trouxe a hipótese de que a depressão resulta de 
uma deficiência funcional ou quantitativa das monoaminas, em especial 
da serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA) em regiões cerebrais 
(Schildkraut, 1965; Coppen, 1967). A ação de antidepressivos tricíclicos 
(TCAs) e inibidores da monoamina oxidase (MAOIs), eficazes em 
aumentar os níveis das monoaminas e o fato de drogas como a reserpina 
induzirem depressão, suportaram por mais de meio século a hipótese 
monoaminérgica da depressão, e apoiados nesta teoria os 
antidepressivos comumente utilizados na clínica foram desenvolvidos 
(Ordway et al., 1999).    
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A hipótese monoaminérgica, por si só não pode explicar a 
neuropsicofarmacologia da depressão, nem tão pouco o mecanismo de 
ação dos antidepressivos clássicos (Sanacora et al., 2012), e algumas 
inconsistências nesta teoria tem sido apontadas. Os antidepressivos 
utilizados na clínica aumentam os níveis das monoaminas em minutos 
ou horas, enquanto o efeito terapêutico só é observado depois de 
algumas semanas (Racagni e Popoli, 2008). Em concordância, apenas 
cerca de 50-60% dos pacientes com depressão atingem a remissão dos 
sintomas clínicos com o primeiro antidepressivo clássico utilizado 
(Trivedi et al., 2006). Ainda, o fato de que nem todas as drogas que 
aumentam os níveis de monoaminas são necessariamente efetivas no 
tratamento da depressão dá consistência à idéia da necessidade de outros 
sistemas neurotransmissores envolvidos tanto na neurobiologia da 
depressão, quanto no mecanismo de ação dos antidepressivos (Lanni et 
al., 2009). 
Fica claro, que apesar das limitações, a hipótese monoaminérgica 
tem sido de grande importância no entendimento da depressão e no 
desenvolvimento de estratégias farmacológicas efetivas e seguras. 
Porém, já foi demonstrado que as monoaminas (serotonina, 
noradrenalina e dopamina) afetam a expressão, a fosforilação e o tráfego 
de iGLURs e, além disso, apesar dos antidepressivos clássicos atuarem 
através do aumento rápido dos níveis das monoaminas, parece que esta 
classe de medicamentos converge em última instância para a regulação 
da plasticidade sináptica e do processo de informações mediados por 
receptores AMPA e NMDA  (Sanacora et al., 2008). Além disso, vale 
ressaltar que enquanto os níveis de monoaminas no SNC existem em 
uma concentração de µmol/kg, a concentração de glutamato no SNC é 
da ordem de mmol/kg (Kugaya e Sanacora, 2005), a vasta maioria das 
sinapses é glutamatérgica e estas medeiam a cognição e a emoção 
(Pessoa, 2008) perturbadas em pacientes com depressão. Juntas estas 
observações sugerem que além do papel do sistema monoaminérgico na 
patofisiologia e tratamento da depressão, outros sistemas desempenham 
um papel fundamental, e o sistema glutamatérgico parece ser crucial 
para o entendimento e tratamento deste transtorno do humor (Sanacora 
et al., 2012). 
 
1.1.1 Evidências da participação do sistema glutamatérgico na 
patofisiologia da depressão 
   
O papel do sistema glutamatérgico na patofisiologia e no 
tratamento da depressão tem sido investigado, e evidências sugerem que 
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a atividade anormal desse sistema parece contribuir com alterações 
sinápticas e influenciar a plasticidade neuronal que é observada em 
pacientes com depressão (Kugaya e Sanacora, 2005; Sanacora et al., 
2008; Lanni et al., 2009; Sanacora et al., 2012).  
Estudos post mortem demonstraram níveis aumentados de 
glutamato no plasma (Altamura et al., 1993; Mauri et al., 1998), no 
fluido cerebroespinhal (Levine et al., 2000; Frye et al., 2006) e no tecido 
cerebral (Francis et al., 1989) de indivíduos com transtornos do humor. 
Sanacora e colaboradores (2004) demonstraram um aumento nos níveis 
de glutamato em córtex occipital de cerca de 15%, em pacientes com 
depressão unipolar não medicados quando comparados com pacientes 
controles saudáveis. Em contrapartida, Maes e colaboradores (1998) não 
encontraram diferenças nos níveis plasmáticos de glutamato em 
indivíduos com ou sem depressão, porém observaram uma diminuição 
desses níveis após o tratamento por cinco semanas com antidepressivos 
clássicos, o que foi confirmado por estudos subseqüentes 
(Küçükibrahimoğlu et al., 2009). 
Os receptores NMDA tem importância central em muitas 
mudanças na conectividade das sinapses e quando cronicamente e 
intensamente estimulados podem desencadear morte celular (Kugaya e 
Sanacora, 2005). Estudos tem demonstrado alterações relacionadas a 
expressão e a afinidade deste receptor, entre indivíduos com ou sem 
transtornos do humor (Sanacora et al., 2008). Uma diminuição 
significativa na densidade no sítio de união de glicina dos receptores 
NMDA foi relatada em pacientes com depressão maior e depressão 
bipolar (Nudmamud-Thanoi e Reynolds, 2004). Um aumento de 61% na 
subunidade NR2C do receptor NMDA no locus ceruleus em pacientes 
com depressão também foi descrito. Além de anormalidades na 
expressão de receptores NMDA (Karolewicz et al., 2005) e AMPA 
(Meador-Woodruff et al., 2001) já foi demonstrado que a expressão dos 
EAATs e da enzima glutamina sintetase está reduzida no córtex pré-
frontal e córtex cingulado anterior de indivíduos com depressão maior, 
sugerindo que alterações gliais estão associadas a danos na captação e 
metabolismo do glutamato (Choudary et al., 2005) o que altera o ciclo 
glutamato/glutamina (Miguel-Hidalgo et al., 2010). 
Estudos pré-clínicos têm demonstrado que medicamentos que 
afetam o sistema glutamatérgico, podem desencadear um efeito 
antidepressivo, tanto em animais (Panconi et al., 1993; Ossowska et al., 
1997; Rosa et al, 2003; Chaki et al., 2004; Yilmaz et al., 2011), como 
em humanos (Li et al., 2010). Antagonistas não-competitivos do NMDA 
como a memantina e a amantadina, já demonstraram efeitos 
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antidepressivos em estudos prévios com humanos (Görtelmeyer e 
Erbler, 1992; Ferszt et al., 1999). A administração de uma única dose de 
ketamina, outro antagonista não competitivo do NMDA, foi capaz de 
desencadear um efeito antidepressivo sustentado por pelo menos alguns 
dias (Berman et al., 2000; Kudoh et al., 2002; Diazgranados et al., 2010, 
Valentine et al., 2011). A lamotrigina, um agente que diminui a 
liberação excessiva de glutamato através da inibição de canais 
dependentes de sódio, de cálcio e de potássio, também se mostrou 
efetiva no tratamento da depressão bipolar (Hurley, 2002; Bowden et al., 
2003). Outro agente modulador do sistema glutamatérgico, o riluzole, 
que suprime a condução pré-sináptica dos neurônios glutamatérgicos e 
modula a captação e a liberação de glutamato pelos astrócitos, tem sido 
demonstrado como monoterapia eficaz no tratamento da depressão 
refratária e da depressão bipolar (Sanacora et al., 2004; Zarate et al., 
2004).   
O envolvimento da via dependente da ativação de NMDA, L-
arginina-NO-GMPc, tem sido extensivamente explorada na depressão. 
Diversos antidepressivos como a venlafaxina (inibidor da recaptação de 
serotonina e noradrenalina), bupropiona (inibidor da recaptação de 
dopamina) e a memantina (antagonista do receptor NMDA) modulam 
esta via de sinalização (Dhir e Kulkarni, 2011). Um aumento nos níveis 
de GMPc pode produzir um estado tipo-depressivo, enquanto a 
diminuição desses níveis acarretam em efeito tipo-antidepressivo 
(Heiberg et al., 2002). Ainda, muitos trabalhos têm demonstrado que a 
inibição da NOS e/ou da guanilato ciclase solúvel (GCs) podem, 
dependendo da dose, promover um efeito tipo-antidepressivo (Kaster et 
al., 2005; Zomkowski et al., 2010; Moretti et al., 2011, Zeni et al., 
2011). Desta forma, acredita-se que a via de sinalização L-arginina-NO-
GMPc desempenha um importante papel na patofisiologia da depressão, 
como também no mecanismo de ação dos antidepressivos (Zomkowski 
et al., 2010).  
Apesar do exato mecanismo de ação pelo qual substâncias que 
modulam o sistema glutamatérgico desencadeiam efeito antidepressivo 
não ter sido esclarecido, alguns autores sugerem que este efeito pode ser 
dependente da ativação de receptores AMPA (Autry et al., 2011; Li et 
al., 2010), ou ainda do aumento rápido de BDNF (Autry et al., 2011). Os 
níveis de plasmáticos de BDNF estão reduzidos em pacientes com 
depressão e são negativamente correlacionados com a severidade da 
doença (Lee et al., 2007), bem como o tratamento com antidepressivos 
clássicos acarreta em um aumento na expressão dessa neurotrofina 
(Martinowich et al., 2007). Ainda, animais knockout para produção de 
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BDNF apresentam comportamento tipo-depressivo, o que pode ainda 
induzir atrofia ou perda celular, assim como observado em pacientes 
com depressão (Gonul et al., 2005; Chan et al., 2006).  
Além do exposto, alterações na regulação da neurotransmissão 
glutamatérgica têm sido implicadas na neuropatologia da depressão, 
uma vez que este sistema é funcionalmente interconectado com os 
sistemas noradrenérgico e serotoninérgico (Paul et al., 1993). Assim, 
dados da literatura já demonstraram que a administração crônica (3 
semanas) ou aguda de antidepressivos clássicos como a imipramina, 
reduzem de forma significativa as ondas de despolarização evocadas por 
glutamato em fatias de córtex pré-frontal (Michael-Titus et al., 2000). O 
tratamento com fluoxetina, desipramina ou reboxetina por um período 
de duas semanas também foi capaz de reduzir as ondas de 
despolarização evocadas por glutamato em sinaptossomas (Bonanno et 
al., 2005), mostrando a relação entre os sistemas glutamatérgico e 
monoaminérgico. A indução de proteínas de sinalização sináptica bem 
como o aumento do número e da função de sinapses no córtex pré-
frontal de ratos desencadeado pelo uso de ketamina, também foi descrito 
e relacionado com a atividade antidepressiva desse antagonista do 
receptor NMDA (Li et al., 2010). 
Apesar de consistentes evidências apontarem para o 
envolvimento do sistema glutamatérgico na patofisiologia da depressão, 
um pequeno progresso no desenvolvimento de medicamentos que atuem 
modulando este sistema foi realizado, o que pode ser atribuído aos 
efeitos colaterais decorrentes da sua utilização. Deste modo o 
entendimento de substâncias que atuem modulando este sistema 
apresentam-se como uma promessa substancial no tratamento de 
transtornos do humor.  
 
1.3 ESTATINAS 
 
As estatinas pertencem à classe de fármacos 
hipocolesterolemiantes mais prescrita em todo o mundo, inicialmente 
identificadas como metabólitos de fungos e conhecidas por afetar 
numerosos processos celulares via mecanismos que são dependentes ou 
independentes do colesterol (Pannu et al., 2007). A lovastatina foi a 
primeira estatina a ser aprovada para uso clínico em humanos, e desde 
então muitas estatinas naturais ou quimicamente modificadas tem sido 
comercializadas, de forma que esta é a classe de fármacos mais efetiva 
no tratamento dos altos níveis de colesterol (Liao e Laufs, 2005).  
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O passo limitante do processo de produção do colesterol é a 
conversão da 3-hidroxi–3-metilglutaril–coenzima A (HMG-CoA) a 
mevalonato pela enzima HMG-CoA redutase. O mecanismo de ação das 
estatinas é baseado na inibição competitiva reversível da enzima, o que 
acarreta em diminuição da síntese de colesterol pelos hepatócitos (Fig. 
2) (Schachter, 2005). A redução da concentração intracelular do 
colesterol induz ao aumento da expressão de receptores para 
Lipoproteínas de Baixa Densidade (LDL), o que conseqüentemente 
contribui para a diminuição da concentração sanguínea de LDL (Hobbs 
et al., 1992) e aumento da concentração de Lipoproteínas de Alta 
Densidade (HDL) (Maron et al., 2000).  
 
Figura 2. Via de biossíntese do colesterol. Diagrama da via de 
biossíntese do colesterol, mostrando os efeitos da inibição da HMG-
CoA redutase por estatinas. A diminuição na isoprenilação de moléculas 
sinalizadoras como Ras, Rho e Rac, leva à modulação de várias vias de 
sinalização (Adaptado de Liao e Laufs, 2005). 
 
Com relação à estrutura química as estatinas podem ser divididas 
em três partes: uma análogo do substrato da enzima alvo, HMG-CoA 
redutase; uma complexa estrutura de anel hidrofóbico ligado 
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covalentemente ao análogo do substrato e envolvido na ligação das 
estatinas com a enzima; e grupos laterais ao anel que definem a 
solubilidade e muito das propriedades famacocinéticas do composto 
(Fig. 3) (Gaw e Packard, 2000). Os grupamentos hidrofóbicos 
volumosos das estatinas ocupam o sítio de ligação da HMG-CoA 
redutase, bloqueando assim a interação do substrato HMG. Existem 
sutis diferenças nos modos de interação entre os diferentes tipos de 
estatinas, sendo que os compostos sintéticos como a atorvastatina e a 
rosuvastatina possuem maior afinidade com HMG-CoA redutase (Istvan 
e Deisenhofer, 2001). As estatinas ligam-se a enzima marca-passo da via 
de síntese do colesterol de mamíferos em concentrações nanomolares, o 
que acarreta no deslocamento efetivo do substrato natural que se liga em 
concentrações milimolares (Moghadasian, 1999).  
 
 
Figura 3. Estrutura química da atorvastatina, uma estatina 
sintética. A estrutura química das estatinas é formada por um análogo 
da HMG-CoA redutase; uma complexa estrutura de anel hidrofóbico e 
grupos laterais ao anel (Adaptado de Schachter, 2005). 
 
As estatinas sintéticas de terceira geração como a atorvastatina 
são muito mais potentes do que os derivados da precursora mevastatina, 
apresentando-se como compostos ativos que compartilham propriedades 
físico-químicas com a pravastatina, porém apresentam maior 
lipofilicidade e tempo de meia-vida (McTaggart et al., 2001).  Essas 
propriedades permitem a ligação de alta afinidade com a enzima HMG-
CoA redutase e uma duração de efeito mais prolongada.    
Por apresentarem diferente permeabilidade aos tecidos e 
metabolismo, as estatinas apresentam diferentes potências para inibir a 
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HMG-CoA redutase extra-hepática. Essas diferenças na permeabilidade 
aos tecidos estão correlacionadas à lipofilicidade da estrutura e 
associadas às diferenças observadas nos efeitos colaterais 
desencadeados pelo uso desse tipo de medicamento (Germershausen et 
al., 1989). Em contrapartida somente a lipofilicidade não prediz de 
forma exata a habilidade dessa classe de compostos em desencadear 
efeitos extra-hepáticos, ou efeitos “pleiotrópicos”, e outros fatores 
podem estar envolvidos. Acredita-se que esses efeitos “pleiotrópicos” ou 
independentes do colesterol são mediados pela inibição da síntese do 
mevalonato (Corsini et al., 1999). 
A inibição de HMG-CoA redutase leva à inibição da síntese de 
um número importante de intermediários da via de biossíntese do 
colesterol como o farnesilpirofosfato (FPP) e o geranilgeranilpirofosfato 
(GGPF), o que pode por sua vez, induzir a mudanças pós-translacionais 
em uma série de proteínas citosólicas como as proteínas Rho e Ras da 
família de proteínas G de baixo peso molecular (Fig. 2) (Goldstein e 
Brown, 1990; Van Aelst e D’Souza-Schorey, 1997; Liao e Laufs, 2005). 
A isoprenilação de proteínas permite a ligação covalente, a localização 
subcelular e o tráfego intracelular de proteínas associadas a membrana. 
Os membros da família de GTPases, Ras e Rho são os principais 
substratos para modificação pós-translacional por prenilação (Van Aelst 
e D’Souza-Schorey, 1997; Hall, 1998). Ambas, Ras e Rho são pequenas 
proteínas ligantes de GTP que alternam entre ciclos de estado inativo 
(ligado a GDP) e estado ativo (ligado a GTP). As estatinas inibem a 
isoprenilação de proteínas Ras e Rho, levando ao acúmulo dessas 
proteínas inativas no citoplasma (Liao e Laufs, 2005). 
Assim, as estatinas são capazes de desencadear efeitos benéficos 
independentes de sua capacidade em modificar a concentração de 
lipídios, e apesar das estatinas serem largamente utilizadas no 
tratamento das hipercolesterolemias (Stein, 2002), efeitos pleiotrópicos 
tem sido relatados, entre eles, efeitos antiinflamatórios (Yoshida et al., 
2003), vasculares (Rader, 2003) e efeitos sobre doenças 
neurodegenerativas (Miida et al., 2007). Dados epidemiológicos 
sugerem que as estatinas podem ser uma estratégia protetora frente à 
doença de Alzheimer e outros tipos de demência (Vaughan et al., 2006; 
Shepardson et al., 2011; Sparks, 2011). Além disso, tem sido proposto 
que estatinas podem agir no tratamento da esclerose e da depressão 
(Liao e Laufs, 2005) e atuar diminuindo a ansiedade (Young-Xu et al., 
2003),  além de reduzir a incidência de isquemia através da regulação 
positiva da expressão e atividade de NOS endotelial (Kureishi et al. 
2000).  
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Apesar de estatinas naturais ou sintéticas compartilharem o 
mesmo mecanismo de ação, existem diferenças quanto a atividade e 
farmacocinética desses fármacos. A atorvastatina é uma estatina 
sintética e lipossolúvel, que se liga extensivamente a proteínas 
plasmáticas e tem seletividade hepática quanto a inibição da HMG-CoA 
redutase. Em geral, os efeitos colaterais dessa estatina são bem tolerados 
(Schachter, 2004) e uma grande quantidade de dados clínicos tem 
demonstrado a segurança da utilização de altas doses de atorvastatina 
(Schwartz et al., 2001; Koren e Hunninghake, 2004), o que justifica a 
sua vasta utilização. 
Efeitos pleiotrópicos da atorvastatina têm sido relatados na 
literatura, em especial seus efeitos em nível de SNC. Em cultura de 
neurônios corticais, o pré-tratamento com atorvastatina foi capaz de 
prevenir a morte celular induzida pela toxicidade glutamatérgica (Bösel 
et al., 2005). Além disso, o tratamento de camundongos com 
atorvastatina (10mg/kg, por via oral (p.o.), uma vez/dia, 7 dias 
consecutivos), após a injeção intracerebroventricular (i.c.v.) do peptídeo 
Aβ1-40 foi neuroprotetor, diminuindo a resposta inflamatória, o estresse 
oxidativo e aumentando a expressão de transportadores de glutamato 
(Piermartiri et al., 2010). O tratamento com atorvastatina por uma 
semana aumenta a sobrevida neuronal e a sinaptogênese em hipocampo 
após lesão por trauma encefálico (Lu et al., 2004). Ainda, a atorvastatina 
foi capaz de prevenir convulsões e morte celular induzida pelo ácido 
quinolínico, um agonista dos receptores NMDA (Piermartiri et al., 
2009).  
Apesar de dados da literatura demonstrarem diversos efeitos 
pleiotrópicos da atorvastatina, e autores sugerirem uma relação entre o 
uso de estatinas e o bem estar psicológico, nenhum estudo que avalie o 
efeito tipo-antidepressivo da administração de atorvastatina e a relação 
com os efeitos neuroprotetores da mesma foi até então relatado, o que 
justifica a execução deste trabalho. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Este estudo tem como objetivo avaliar a associação entre o efeito 
neuroprotetor e antidepressivo da atorvastatina e os mecanismos 
celulares e moleculares envolvidos nessa atividade. Além disso, serão 
avaliadas as vias de sinalização envolvidas, e a possível alteração nos 
níveis de proteínas relacionadas à sobrevida celular e à transmissão 
glutamatérgica. 
 
2.1.2 Objetivos Específicos 
 
 Avaliar o efeito tipo-antidepressivo da administração p.o. de 
atorvastatina a camundongos submetidos ao TNF e ao TSC; 
 Determinar o envolvimento do sistema glutmatérgico (NMDA -
via L-arginina-NO-GCs-GMPc) no possível efeito tipo-
antidepressivo decorrente da administração de atorvastatina a 
camundongos; 
 Avaliar o efeito neuroprotetor da atorvastatina contra a 
toxicidade glutamatérgica in vitro;  
 Avaliar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no 
efeito neuroprotetor decorrente da administração de 
atorvastatina a camundongos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS 
  
Camundongos albinos Swiss machos (30-40g) foram mantidos 
em temperatura de 22  1° C em um ciclo de 12 horas claro (a partir das 
7 horas) e 12 horas escuro, em caixas plásticas (15 animais por caixa) 
com água e ração disponíveis. A utilização de animais foi aprovada pelo 
CEUA/UFSC sob número de protocolo PP559 e todos os experimentos 
foram projetados de maneira que os animais tivessem o mínimo de 
sofrimento possível. 
 
3.2 ADMINISTRAÇÃO P.O. DE ATORVASTATINA 
 
Foram utilizados dois protocolos diferenciados de tratamento, 
sendo um tratamento agudo e um tratamento repetido (sub-crônico): I) 
Tratamento agudo: Os animais receberam uma única administração de 
atorvastatina (Lipitor Atorvastatin calcium, Pfizer) (0,01; 0,1; 1; 10 ou 
30mg/kg, p.o.) e após um período de 60 minutos os animais foram 
submetidos a avaliação comportamental ou bioquímica; II) Tratamento 
sub-crônico: Os animais foram tratados com diferentes concentrações 
(0,1; 1; 10mg/kg, p.o.)  de atorvastatina (Lipitor Atorvastatin calcium, 
Pfizer) uma vez ao dia durante 7 dias consecutivos, sendo que no oitavo 
dia os animais foram submetidos a avaliação comportamental ou 
bioquímica. Animais controles foram tratados com salina (NaCl 0,9%) 
por via oral durante o mesmo período. Animais tratados com Fluoxetina 
(10mg/kg, p.o.) foram utilizados como controle positivo. O tratamento 
foi realizado pela administração de 10µL/g de peso do animal, tanto 
para as soluções de atorvastatina como para a solução de salina. 
 
3.3 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 
 
3.3.1 Teste de Suspensão pela Cauda (TSC) 
 
O tempo total de duração da imobilidade foi medida de acordo 
com o método determinado por Steru e colaboradores (1985). Os 
camundongos, acústica e visualmente isolados foram suspensos 50 cm 
acima do chão por fita adesiva e a imobilidade foi registrada durante 6 
minutos, conforme descrito anteriormente (Mantovani et al., 2003). Os 
antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (Steru et al., 
1985). 
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3.3.2 Teste do Nado Forçado (TNF) 
 
O teste foi realizado durante um período de 6 minutos em um 
cilindro plástico (altura 24 cm, diâmetro 10 cm) contendo 19 cm de água 
a 25C. O tempo de imobilidade foi cronometrado, conforme descrito 
anteriormente (Mantovani et al., 2003; Zomkowski et al., 2005). Os 
antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade neste teste (Porsolt et 
al., 1977). 
 
3.3.3 Avaliação da atividade locomotora pelo Teste do Campo 
Aberto (TCA) 
 
A fim de excluir a possibilidade de que um eventual efeito 
semelhante a antidepressivo, ou seja, uma redução da imobilidade nos 
TNF e TSC seja devida a um aumento na atividade locomotora causada 
pela administração p.o. de atorvastatina, os camundongos foram 
submetidos a uma sessão no TCA, 60 minutos após a administração da 
atorvastatina, como descrito por Rodrigues et al. (1996). O teste foi 
realizado em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm altura, 
com o chão dividido em 12 quadrados iguais. O número de quadrados 
cruzados com as quatro patas (cruzamentos) foi registrado em uma 
sessão de 6 minutos. 
 
3.4 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS 
NEUROTRANSMISSORES NO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO 
DA ATORVASTATINA IN VIVO 
 
Para avaliar o envolvimento de neurotransmissores na possível 
atividade tipo antidepressiva da atorvastatina, agonistas, antagonistas e 
inibidores foram administrados aos animais por via intraperitoneal (i.p.), 
p.o. ou via intracerebroventricular (i.c.v.), antes ou após o tratamento 
com atorvastatina. 
 
3.4.1 Avaliação da participação do receptor NMDA e da via L-
arginina-NO no efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina  
 
Para avaliar a participação do receptor NMDA no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina em camundongos, os animais foram pré-
tratados com NMDA (0,1 pmol/sítio, i.c.v.) (Zeni et al., 2011) e 15 
minutos após receberam atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) ou salina. Após 
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um período de 60 minutos os animais foram submetidos ao TST e ao 
TCA.  Em outra série de experimentos avaliou-se o efeito da 
combinação de doses sub efetiva de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o) com 
uma dose sub efetiva de MK-801 (0,001 mg/kg, i.p, um antagonista 
NMDA) (Zomkowski et al., 2010; Zeni et al., 2011). Atorvastatina ou 
salina foram administradas 30 minutos antes do MK-801. Após um 
período de 30 minutos pós-administração do MK-801 os animais foram 
submetidos ao TSC. 
Para avaliar o envolvimento da via L-arginina-NO os animais 
foram pré-tratados com L-arginina, um precursor do NO (750 mg/kg, 
intra-peritoneal (i.p), dose que não produz efeito no TSC) (Kaster et al., 
2005; Zomkowski et al., 2010; Zeni et al., 2011) ou salina e após 30 
minutos receberam atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o) ou salina e ao final de 
60 minutos foram submetidos ao TSC. Avaliou-se também o efeito da 
administração combinada de doses subativas de 7-nitroindazol (50 
mg/kg, i.p., inibidor da NOS), 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
ona (ODQ) (30 pmol/sítio i.c.v., um inibidor da GCs) ou azul de 
metileno (20 mg/kg, i.p., um inibidor da NOS e da GCs) (Zomkowski et 
al., 2010; Zeni et al., 2011). Atorvastatina ou salina foram administradas 
30 minutos antes do 7-nitroindazol e do azul de metileno, ou 40 minutos 
antes do ODQ. Após 30 minutos da administração de 7- nitroindazol ou 
azul de metileno e 20 minutos após administração de ODQ os animais 
foram submetidos ao TSC. 
A fim de investigar o papel da GMPc no efeito antidepressivo da 
atorvastatina, os animais receberam sildenafil (5mg/kg, i.p., um inibidor 
da PDE-5) (Zomkowski et al., 2010; Zeni et al., 2011) ou salina, 30 
minutos antes da administração de atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) e após 
60 minutos os animais foram submetidos ao TSC. 
 
3.5 AVALIAÇÃO EX VIVO DA ATIVIDADE NEUROPROTETORA 
DA ATORVASTATINA CONTRA A TOXICIDADE 
GLUTAMATÉRGICA  
 
Para as análises bioquímicas, grupos idependentes de animais 
foram utilizados, de modo que os animais empregados nestas análises 
não passaram por avaliação comportamental.   
 
3.5.1 Preparação de fatias hipocampais e corticais 
 
Após o tratamento com atorvastatina os animais foram mortos por 
decapitação (60 minutos após a administração ou no oitavo dia após o 
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início do tratamento) e os hipocampos e os córtices cerebrais frontais 
foram rapidamente removidos e mantidos em tampão Krebs-Ringer 
bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 
1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado 
e gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4.  
As fatias (0,4 mm de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador 
de tecidos McIlwain e foram pré-incubadas em tampão KRB por 30 min 
a 37 
o
C, sendo gaseificadas com carbogênio (Molz et al., 2005). 
 
3.5.2 Indução da toxicidade glutamatérgica em fatias hipocampais e 
corticais 
 
O dano celular excitotóxico foi induzido através da incubação das 
fatias de hipocampo e córtex cerebral por 1 hora com glutamato (10mM) 
(Molz et al., 2008) em tampão KRB. Após este período, o meio foi 
retirado e substituído por meio de cultura composto por 50% de Krebs-
Ringer, 50% de meio de cultura (Dubelco’s-MEM), 20 mM de HEPES 
(pH 7,4) e 100 g/ml de gentamicina e as fatias incubadas por mais 3, 4 
ou 6 horas. Após esse período, a viabilidade celular das fatias foi 
avaliada pelo método de redução do MTT (brometo de 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazólio = Thiazolyl blue).  
 
3.5.3 Ensaio da viabilidade celular 
 
Ao final do experimento de indução da toxicidade glutamatérgica, 
a viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. O MTT é um sal 
de tetrazolium solúvel em água, que é convertido a um formazam 
púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por 
desidrogenases mitocondriais (Jacobsson e Fowler, 1999). Após o 
período de exposição ao glutamato, o meio foi substituído por uma 
solução de 0,5 mg/ml de MTT (em 200 uL) e as fatias hipocampais e 
corticais foram incubadas à 37 
o
C por 30 minutos. Esta solução foi 
descartada e o sal de formazam reduzido nas fatias cerebrais foi 
solubilizado pela adição do mesmo volume de dimetil-sulfóxido 
(DMSO). A viabilidade celular foi proporcional à leitura da absorbância 
medida em leitor de Elisa (550 nm). 
 
3.5.4 Liberação de glutamato  
 
A liberação de glutamato foi realizada segundo descrito por Molz 
et al. (2008). Após a incubação, o meio contendo tampão KRB ou 
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glutamato (10 mM, 15 minutos) foi retirado e as fatias de hipocampo 
incubadas com Solução tampão de Hank (HBSS) por 15 min. Em 
seguida adicionou-se 0,33 µCi/ml de D-[
3
H]Aspartato - um análogo do 
glutamato que não é metabolizado pelas células (concentração final 100 
µM) por 7 min iniciando a captação. Após esse período as fatias foram 
lavadas 3 vezes com HBSS gelado para a retirada do excesso de D-
[
3
H]Aspartato livre. As fatias foram novamente incubadas por 15 
minutos em 300 μl de HBSS, o sobrenadante coletado foi utilizado para 
medir a quantidade de D-[³H]Aspartato liberado. As fatias foram 
solubilizadas em uma solução de 0,1 N NaOH/ 0,01% SDS. A 
determinação do conteúdo intracelular e extracelular de D-[
3
H]Aspartato 
foi avaliada em um contador de cintilação líquida e a porcentagem de 
aspartato liberado foi expresso em relação a quantidade total de D-
[³H]Aspartato. 
 
3.6 IMUNODETECÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
3.6.1.Preparação da amostras 
 
Após o tratamento, os hipocampos foram solubilizados em 
tampão de extração de proteínas contendo 4 % de dodecil sulfato de 
sódio (SDS), 2 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 8% 
-mercaptoethanol, e 50 mM Tris (pH 6.8) (Molz et al., 2008).   
 
3.6.2  Dosagem de proteínas 
 
A dosagem de proteínas foi realizada por método de Peterson 
(1977). Albumina Bovina Sérica (Sigma) foi utilizada como padrão.  
 
 
3.6.3 Separação de proteínas 
 
As proteínas (60 g/poço) foram separadas por SDS-PAGE 
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS), utilizando gel de 
separação de poliacrilamida com concentração de 12%, e gel de entrada 
4% (Bunn et al., 1995). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 
40 mA e voltagem máxima de 140 mV (para 2 géis) durante 
aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram submetidos a 
eletrotransferência. 
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3.6.4 Eletrotransferência e imunodetecção 
 
As proteínas foram transferidas do gel de eletroforese para uma 
membrana de nitrocelulose (poro 0,45 μm) (1,5 horas a 4
o
C, 350 mA). 
Após a eletrotransferência, as membranas foram bloqueadas por 1 h com 
albumina 2% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e a seguir 
lavadas com TBS-T (Tween-20 0,05 %, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 
7,5). Finalmente as membranas foram incubadas com os anticorpos 
específicos anti-BDNF (Milipore, diluição 1:1000) e anti-actina (Cell 
Signalling, diluição 1:1000). Para a detecção dos complexos imunes, as 
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundário 
ligado à peroxidase (diluição 1:5000) e após lavagens, foram reveladas 
em filme autoradiográico após a emissão de quimioluminescência 
induzida por reagentes adicionados a membrana de nitrocelulose (Kit 
ECL), de acordo com as recomendações do fabricante. 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística foi realizada através da análise de variância 
de uma ou duas vias (ANOVA), seguida do teste de Tukey ou do teste 
de Duncan. Os dados foram expressos como a média e desvio padrão. 
Para os experimentos comportamentais utilizou-se um número de 6 a 10 
animais por grupo. Já as análises bioquímicas foram realizadas em 
triplicatas com número mínimo de 5 experimentos. Foram considerados 
significativos valores com p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
 
Os resultados desta dissertação de Mestrado foram divididos em 
duas partes. A parte I apresenta os resultados do efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina e o envolvimento da via da L-arginina–
NO–GMPc e BDNF neste efeito. A parte II apresenta os resultados 
relacionados à atividade neuroprotetora da atorvastatina contra a 
toxicidade glutamatérgica.  
 
 
PARTE I - Tratamento agudo com atorvastatina desencadeia efeito 
tipo-antidepressivo em camundongos através da modulação da via 
L-arginina-NO–GMPc e aumenta a expressão de BDNF 
  
4.1 EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA ATORVASTATINA EM 
CAMUNDONGOS 
 
O efeito do tratamento agudo da atorvastatina (p.o.) no tempo de 
imobilidade no TNF e no TSC é mostrado na Fig. 1A e 1B 
respectivamente. A atorvastatina (0,1 – 30 mg/kg) diminuiu o tempo de 
imobilidade no TNF (F (5,41)= 14.90, p<0,01) e também no TSC (0,1 – 
30 mg/kg) (F (5,39)= 20.68, p<0,01). Em contrapartida a atorvastatina 
não produziu nenhuma alteração na atividade locomotora dos animais, 
avaliada no campo aberto, quando comparados com o grupo controle (F 
(5,41)= 0.87, p=0,51) (1C). A administração de atorvastatina na dose de 
0,01 mg/kg (p.o.) foi inefetiva na redução to tempo de imobilidade tanto 
no TNF como no TSC, sendo considerada a dose subativa para os 
experimentos subsequentes. 
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Figura 1. Efeito tipo antidepressivo da administração aguda de 
atorvastatina a camundongos. Efeito da administração oral de 
atorvastatina (0,01–30 mg/kg) no tempo de imobilidade no TNF (A), 
TSC (B) e no número de cruzamentos no TCA (C). Atorvastatina (p.o.) 
foi administrada 1 hora antes dos testes. Valores foram expressos como 
média + erro padrão (n=6-10). *p < 0,05 e **p < 0,01 quando 
comparado com o grupo controle tratado com salina (ANOVA de uma 
via seguida do teste de Tukey). 
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A duração do efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina no tempo 
de imobilidade no TSC está apresentada na Fig. 2A. O tratamento com 
atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) produziu um efeito significativo no TSC 
1 hora após a administração, e este efeito permaneceu estatisticamente 
significante por um período de 4 horas após a administração. A análise 
estatística (ANOVA de duas vias, seguida do teste de Tukey) mostrou 
um efeito significativo do tratamento com atorvastatina (F 1,41 = 51,99, 
p<0,01) e tratamento com atorvastatina X interação com o período de 
tempo (F (3,41)= 4,50, p<0,01) mas não no período de tempo  ( F 
(3,41)= 1,52, p=0,22) no TSC. Nenhuma alteração foi observada na 
atividade locomotora dos animais tratados com atorvastatina quando 
comparados ao grupo controle como mostra a Fig. 2B (Tratamento: F 
(1,40)=1,11, p=0,30; tempo: F (3,40)=0,66, p=0,58; tratamento×tempo 
(interação): F (3,40)= 0,62, p=0,61). Ainda, a análise post hoc mostrou 
que a atorvastatina exibe efeitos similares em 1 e 2 horas, apesar de que 
o efeito tipo-antidepressivo é diminuído com 4 horas e não mais 
observado nas 12 horas. 
Considerando que a dose de atorvastatina 0,1 mg/kg (p.o.) foi a 
mais baixa dose efetiva (1 hora antes das análises comportamentais), 
todos os experimentos para avaliação dos mecanismos envolvidos no 
efeito tipo-antidepressivo desse fármaco foram realizados utilizando esta 
dose ativa. Uma vez que o TSC apresentou-se mais sensível que o TNF 
ao efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina, este foi o teste escolhido 
para a realização dos experimentos subseqüentes.  
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Figura 2. Tempo de duração do efeito da administração aguda de 
atorvastatina a camundongos no TSC. Tempo de duração do efeito da 
administração oral da atorvastatina (0,1 mg/kg) no tempo de imobilidade 
no TSC (A) e no número de cruzamentos no TCA (B) em camundongos. 
Atorvastatina foi administrada 1, 2, 4  ou 12h antes do teste. Valores são 
expressos como média + erro padrão (n=6-7). ** p < 0,01,* p < 0,05 
comparados com os animais do grupo controle tratados com salina 
(ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). 
 
4.2 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES NMDA NO EFEITO 
TIPO-ANTIDEPRESSIVO DA ATORVASTATINA NO TSC 
 
O pré-tratamento dos animais com NMDA (0,1 pmol/sítio) foi 
capaz de reverter o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina (0,1 
mg/kg, p.o.) no TSC (Pré-tratamento: F (1,22) = 12,88, p<0,01; 
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tratamento: F (1,22) = 4.56, p<0,01; pré-tratamento×tratamento 
(interação): F (1,22) = 7,11, p<0,01 como mostra a Fig. 3A. A 
administração de NMDA sozinho ou em combinação com atorvastatina 
não afetou a atividade locomotora no TCA (Fig. 3B) (Pré-tratamento: F 
(1,24) = 1,58, p=0,22; tratamento: F (1,24) = 0,13, p=0,72; pré-
tratamento×tratamento (interação): F (1,24) = 0,66, p=0,43).  
A Fig. 3C mostra que o MK-801 (0,001 mg/kg, i.p.) em 
combinação com uma dose subativa de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) 
produziu um efeito tipo-antidepressivo no TSC (Pré-tratamento: F 
(1,20) = 52,49, p<0,01; tratamento: F (1,20) = 43,91, p<0,01; pré-
tratamento×tratamento (interação): F (1,20) = 21,93, p<0,01). A 
administração de MK-801 sozinho ou em combinação com atorvastatina 
não afetou a atividade locomotora no TCA (Fig. 3D) (Pré-tratamento: F 
(1,20) = 0,02, p=0,89; tratamento: F (1,20) = 0,52, p=0,48; pré-
tratamento×tratamento (interação): F (1,20) = 0,36, p=0,56).  
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Figura 3. Envolvimento do receptor NMDA no efeito tipo-
antidepressivo da administração aguda de atorvastatina a 
camundongos. Efeito do pré-tratamento dos camundongos com NMDA 
(0,1 pmol/sítio, i.c.v.) no efeito de anti-imobilidade da atorvastatina (0,1 
mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) e no número de cruzamentos no TCA 
(painel B). O efeito do pré-tratamento dos animais usando a dose 
subativa da atorvastatina (0,01mg/Kg, p.o.) combinada com MK-801 
(0.001 mg/Kg, i.p.) no tempo de imobilidade no TSC (painel C) e no 
número de cruzamentos no TCA (painel D) (Valores foram expressos 
como média + erro padrão (n=6-8). **p<0,01 quando comparados como 
o grupo controle tratado com salina; # p<0,01 comparado com o mesmo 
grupo pré-tratado com salina (ANOVA de duas vias seguida do teste de 
Tukey).  
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4.3 ENVOLVIMENTO DA VIA L-ARGININA-NO-GMPc NO 
EFEITO TIPO-ANTIDERESSIVO DA ATORVASTATINA NO 
TSC 
 
A Fig. 4A mostra que o pré-tratamento com L-arginina (750 
mg/kg i.p., um precursor do NO) preveniu o efeito tipo-antidepressivo 
da atorvastatina (0,1 mg/kg) no TSC. A ANOVA de duas vias revelou 
diferenças significativas entre o pré-tratamento com L-arginina (F (1,21) 
=12,28, p<0,01), tratamento com atorvastatina (F (1,21) = 18,58, 
p<0,01), interação L-arginina × atorvastatina (F (1,21) = 10,45, p<0,01). 
A administração da atorvastatina sozinha ou em combinação com 
atorvastatina não afetaram a atividade locomotora no TCA (Fig. 4B) 
(Pré-tratamento: F (1,24) = 0,56, p=0,46; tratamento: F (1,24) = 0,08, 
p=0,78; pré-tratamento × tratamento (interação): F (1,24) = 0,01, 
p=0,93). 
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Figura 4. Participação da L-arginina no efeito da administração 
aguda de atorvastatina a camundongos no TSC. Efeito do pré-
tratamento dos camundongos com L-arginina (750mg/kg, i.p.) no efeito 
de anti-imobilidade da atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) no TSC (painel A) 
e no número de cruzamentos no TCA (painel B). Valores foram 
expressos como média + erro padrão (n=6-7). **p<0,01 quando 
comparados como o grupo controle tratado com salina; # p<0,01 
comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina (ANOVA de 
duas vias seguida do teste de Tukey). 
 
A administração de uma dose sub efetiva de 7-nitroindazol (50 
mg/kg i.p., um inibidor seletivo da NOSn) em combinação com uma 
dose sub efetiva de atorvastatina (0,01 mg/kg, p.o.) produziu um efeito 
tipo-antidepressivo quando comparado com a administração de qualquer 
uma das drogas sozinhas, como mostra a Fig.5A. ANOVA de duas vias 
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revelou diferenças significativas para o pré-tratamento com atorvastatina 
(F (1,20) = 11,83, p<0,01), tratamento com 7-nitroindazol (F (1,20) = 
24,26, p<0,01) e interação atorvastatina×7-nitroindazol (F (1,20) = 6,00, 
p<0,05). A Fig. 5B mostra que a administração de 7-nitroindazol 
sozinho ou em combinação com atorvastatina não afetou a atividade 
locomotora no TCA (Pré-treatmento: F(1,20)=0,59, p=0,45; tratamento: 
F(1,20)=0,67, p=0,42; pré-tratamento × tratamento (interação): 
F(1,20)=0,01, p=0,93). 
A Fig. 5C mostra que a combinação de doses sub efetivas de azul 
de metileno (20 mg/kg i.p., inibidor da NOS e da GCs) e atorvastatina 
(0,01 mg/kg, p.o.) também produziu um efeito tipo-antidepressivo no 
TSC quando comparado com a administração das drogas isoladamente. 
Diferença estatística foi observada entre o pré-tratamento com 
atorvastatina (F (1,20)=13,28, p<0,01), o tratamento com azul de 
metileno (F (1,20) = 22,03, p<0,01)  e a interação atorvastatina × azul de 
metileno (F (1,20) = 5,7, p<0,05). A administração do azul de metileno 
sozinho ou em combinação com a atorvastatina não alterou a atividade 
locomotora dos animais no TCA (fig.5D) (Pré-tratamento: F (1,20) = 
0,19, p=0,67; tratamento: F (1,20) = 0,03, p=0,87; pré-tratamento× 
tratamento (interação): F (1,20) = 0,21, p=0,65). 
Para observar o envolvimento da GCs no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina, ODQ (30 pmol/sítio i.c.v., um inibidor 
específico da GCs) foi utilizada em combinação com atorvastatina (0,01 
mg/kg, p.o.). Como mostra a Fig. 5E, ODQ (dose subativa) em 
combinação com uma dose sub-efetiva de atorvastatina foi capaz de 
diminuir o tempo de imobilidade nos animais submetidos ao TSC 
quando comparados com os animais que receberam as drogas 
isoladamente. A análise estatística revelou diferenças significativas entre 
o tratamento com ODQ (F (1,22) = 24,19, p<0,01) e a interação 
atorvastatina × ODQ (F (1,22) = 10,42, p<0,01), mas não com o pré-
tratamento com atorvastatina (F (1,22) = 0,01, p=0,92). A administração 
de ODQ sozinho ou combinado com atorvastatina não afetou a atividade 
locomotora dos animais no TCA (Fig. 5F) (Pré-tratamento: F (1,20) = 
0,77, p=0,39; tratamento: F (1,20) = 0,24, p=0,63; interação: F (1,20) = 
1,60, p=0,22). 
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Figura 5. Envolvimento da NOSn e da GCs no efeito tipo 
antidepressivo decorrente da administração aguda de atorvastatina 
a camundongos. Efeito de doses subativas do 7-nitroindazol (50 mg/kg, 
i.p.), azul de metileno (20 mg/kg, i.p.) ou ODQ (30 pmol/sítio, i.c.v.) em 
combinação com uma dose sub-efetiva de atorvastatina (0,01 mg/kg, 
p.o.) no TSC em camundongos (painéis A, C e  E, respectivamente) e no 
TCA (painéis B, D e F, respectivamente). Valores foram expressos 
como média + erro padrão (n=6-8). **p<0,01 quando comparados como 
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o grupo controle tratado com salina ou com atorvastatina; # p<0,01 
comparado com o mesmo grupo pré-tratado com salina (ANOVA de 
duas vias seguida do teste de Tukey). 
 
De maneira complementar, o efeito tipo-antidepressivo da 
atorvastatina (0,1 mg/kg, p.o.) foi completamente prevenido pelo pré-
tratamento dos animais com sildenafil (5 mg/kg, i.p., inibidor da PDE-5) 
como mostra a Fig. 6A. A ANOVA de duas vias mostrou diferenças 
significativas entre o pré-tratamento com sildenafil (F (1,20) = 5,41, 
p<0,05), o tratamento com atorvastatina (F (1,20) = 11,32, p<0,01) e a 
interação sildenafil × atorvastatina (F (1,20) = 12,41, p<0,01). A 
administração de sildenafil sozinho ou em combinação com 
atorvastatina não afetou a atividade locomotora dos animais no TCA 
(Fig. 6B) (Pré-tratamento: F (1,24) = 1,59, p=0,22; tratamento: F (1,24) 
= 0,37, p=0,55; pré-tratamento × interação: F (1,24) = 0,18, p=0,68). 
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Figura 6. Participação da PDE-5 no efeito tipo-antidepressivo da 
administração aguda de atorvastatina a camundongos. Efeito do pré-
tratamento dos camundongos com sildenafil (5 mg/kg, i.p.) no efeito 
tipo antidepressivo da atorvastatina  (0,1 mg/kg, p.o.) no TSC (A) e no 
número de cruzamentos no TCA (B). Valores foram expressos como 
média + erro padrão (n=6-7). **p<0,01 quando comparados como o 
grupo controle tratado com salina; # p<0,01 comparado com o mesmo 
grupo pré tratado com salina (ANOVA de duas vias seguida do teste de 
Tukey). 
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4.4 TRATAMENTO AGUDO COM ATORVASTATINA AUMENTA 
OS NÍVEIS HIPOCAMPAIS DE BDNF EM CAMUNDONGOS 
 
Os camundongos receberam atorvastatina (0,1, 1,0 ou 10,0 
mg/kg, p.o.) 1 h antes de serem mortos. Os hipocampos foram retirados 
e amostras para western blotting foram preparadas. O tratamento agudo 
com atorvastatina, nas mesmas doses capazes de promover um efeito 
tipo-antidepressivo, aumentaram de maneira significativa os níveis 
hipocampais de BDNF (ex vivo) (Fig.7). Esses resultados sugerem uma 
possível relação entre o aumento dos níveis hipocampais de BDNF e o 
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina. Nenhuma alteração 
significativa foi observada para β-actina (proteína utilizada como 
controle de carregamento de proteínas na eletroforese). 
 
Figura 7. Efeito da administração aguda de atorvastatina a 
camundongos nos níveis hipocampais de BDNF. Tratamento oral com 
atorvastatina aumenta os níveis hipocampais de BDNF. Camundongos 
foram agudamente tratados com atorvastatina (0,1, 1 ou 10 mg/kg, p.o.) 
1 h antes da dissecação hipocampal e preparação das amostras para 
eletroforese e imunodetecção dos níveis de BDNF (avaliação ex vivo). 
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(A)Western blotting representativo da expressão de BDNF (14 
kDaltons) e β-actina; (B) Quantificação da razão entre BDNF/β-actina. 
A densidade óptica das bandas foi mensurada pelo software Scion 
Image. Os dados estão representados como média + desvio padrão de 4 
experimentos realizados em triplicata. *P<0,05 comparado com o grupo 
controle (ANOVA de uma via seguida do Teste de Duncan). 
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PARTE II – Tratamento subcrônico com atorvastatina previne da 
excitotoxicidade glutamatérgica via diminuição da liberação de 
glutamato e desencadeia efeito tipo-antidepressivo  
 
4.5 EFEITO NEUROPROTETOR DA ATORVASTATINA FRENTE 
A TOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA EM FATIAS 
HIPOCAMPAIS E CORTICAIS 
 
Considerando que o tratamento agudo com atorvastatina (0,1 – 30 
mg/kg, p.o.) foi capaz de desencadear um efeito tipo antidepressivo 
bastante expressivo no TSC, e que este efeito é pelo menos em parte 
dependente da ativação da via NMDA-L-arginina-NO (como descrito na 
parte I dos resultados), avaliou-se o possível efeito neuroprotetor do 
tratamento com atorvastatina frente a excitotoxicidade glutamatérgica 
(ex vivo). Utilizamos o protocolo experimental descrito por Molz e 
colaboradores (2008) e o adaptamos realizando uma curva de tempo de 
incubação, após o desafio com glutamato, conforme demonstrado na 
figura 1. Fatias hipocampais e corticais foram submetidas ao insulto 
com glutamato (10 mM em KRB) por 1 hora. Após este período, as 
fatias permanecerem em meio de cultura por 3, 4 ou 6 horas, e a 
influência do tempo de incubação na viabilidade celular das fatias foi 
avaliado pelo método de redução do MTT. Todos os tempos de 
incubação avaliados foram capazes de reduzir significativamente a 
viabilidade celular (Fig.1). O protocolo de 1 hora de incubação com 
glutamato seguido de 4 horas em meio de cultura foi o escolhido para a 
realização dos experimentos subseqüentes. 
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Figura 1. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo 
submetidas a um modelo in vitro de toxicidade glutamatérgica. As 
fatias foram mantidas em KRB (controle) ou glutamato 10mM em KRB 
por 1 hora. Após esse período o meio foi trocado por meio de cultura 
(DMEM + KRB) sem glutamato e mantido por 3, 4 ou 6 horas. A 
viabilidade celular das fatias foi medida pelo método de redução do 
MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 20 minutos a 37º C, e a 
viabilidade celular foi avaliada a 550 nm. O grupo controle foi 
considerado como tendo 100% de viabilidade celular. Os valores 
apresentam a média + desvio padrão de 6 experimentos em triplicata 
(ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan). * indica grupos 
significativamente diferentes do grupo controle (100%) p<0,05; 
**indica grupos significativamente diferentes do controle (100%) 
p<0,01.  
    
 Animais foram tratados com atorvastatina nas mesmas doses que 
apresentaram efeito tipo-antidepressivo nos testes comportamentais 
realizados previamente (0,1; 1,0; 10mg/kg p.o.). Os animais controles 
foram tratados com salina, e fluoxetina (10 mg/kg, p.o., dose ativa, no 
TSC) foi utilizada como controle positivo. Decorridos 60 minutos do 
tratamento, os animais foram mortos por decapitação. Os hipocampos e 
o córtex frontal foram dissecados, as fatias (400 um) foram obtidas e 
submetidas ao protocolo de toxicidade glutamatérgica (Fig. 1, parte II).  
A viabilidade das fatias foi avaliada por redução do MTT. 
   A Fig. 2 mostra que em nenhuma das doses testadas a 
atorvastatina foi capaz de prevenir a perda de viabilidade celular 
desencadeada pela adição de glutamato 10 mM, nem no hipocampo (A) 
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e nem no córtex pré-frontal (B). A fluoxetina também foi ineficaz em 
prevenir a perda de viabilidade celular desencadeada pela incubação das 
fatias com glutamato (10mM), nas duas estruturas avaliadas. 
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Figura 2. Avaliação do efeito neuroprotetor da administração aguda 
de atorvastatina a camundongos. Análise ex vivo da viabilidade 
celular em fatias de hipocampo (A) e córtex pré-frontal (B) incubados 
com glutamato 10 mM por 1 hora. Salina ou Atorvastatina (0,1, 1,0 ou 
10 mg/kg, p.o.) foram administradas aos camundongos por gavagem (1h 
antes do preparo das fatias). Fluoxetina (10 mg/kg, p.o) foi utilizada 
como controle positivo. As fatias foram submetidas a 1h com glutamato 
10mM. Após esse período o meio foi substituído por meio de cultura 
sem glutamato e mantido por 4 horas adicionais. O grupo controle 
(primeira barra branca) foi considerado como 100%. Os valores 
apresentam a média + desvio padrão de no mínimo 6 experimentos em 
triplicata (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan). * indica 
grupos significativamente diferentes do grupo controle (100%), 
enquanto e iguais ao grupo glutamato, p<0,05. 
Uma vez que o efeito neuroprotetor da atorvastatina frente a 
toxicidade glutamatérgica foi previamente demonstrada em cultura de 
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células corticais (Bosel et al., 2005) e que dados prévios do nosso grupo 
demonstraram que o tratamento subcrônico com atorvastatina (10 mg/kg 
p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi capaz de prevenir a toxicidade 
induzida por ácido quinolínico (Piermartiri et al., 2009) e pelo peptídeo 
beta-amilóide (Piermartiri et al., 2010), avaliou-se o efeito neuroprotetor 
do tratamento subcrônico da atorvastatina frente ao protocolo de 
toxicidade induzida por glutamato em fatias hipocampais e corticais. O 
efeito de um antidepressivo clássico (fluoxetina 10 mg/Kg p.o., 1 
vez/dia, 7 dias consecutivos) frente ao protocolo de toxicidade 
glutamatérgica também foi avaliado. 
Corroborando com os dados prévios do nosso grupo a 
Atorvastatina (10 mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos), foi capaz 
de prevenir a perda de viabilidade celular induzida por glutamato nas 
fatias hipocampais (Fig. 3A), porém não nas fatias corticais (Fig. 3B). 
De maneira semelhante a fluoxetina também foi capaz de prevenir a 
perda de viabilidade celular desencadeada pelo glutamato nas fatias 
hipocampais (Fig. 3A), porém não nas fatias corticais (Fig. 3B). 
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Figura 3. Avaliação do efeito neuroprotetor da administração repetida de 
atorvastatina a camundongos. Análise ex vivo da viabilidade celular em fatias 
de hipocampo (A) e córtex pré-frontal (B) incubadas com glutamato 10 mM por 
1 hora.  Salina ou atorvastatina  (0,1, 1,0 ou 10 mg/kg, p.o.) foram 
administradas aos camundongos por gavagem (1 vez/dia, 7 dias consecutivos). 
Fluoxetina (10mg/Kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi usada como 
controle positivo.  No oitavo dia os animais foram mortos por decapitação, as 
fatias foram obtidas e submetidas ao protocolo experimental. Após o período de 
pré-incubação com KRB (30 minutos a 37
o
C) as fatias foram submetidas a 1h 
com glutamato 10mM. Após esse período o meio foi substituído por meio de 
cultura sem glutamato e mantido por 4 horas adicionais. O grupo controle 
(primeira barra branca) foi considerado como tendo 100% de viabilidade 
celular. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de redução do MTT. Os 
valores apresentam a média + desvio padrão de no mínimo 6 experimentos em 
triplicata (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). * indica grupos 
significativamente diferentes do grupo controle (100%), p<0,05. # indica grupos 
significativamente diferentes do grupo glutamato, p <0,05. 
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Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa demonstrou que, 
neste protocolo de excitotoxicidade glutamatérgica, o mecanismo de 
toxicidade induzida por glutamato em fatias hipocampais é dependente 
de alterações no transporte deste neurotransmissor (Molz et al., 2009). 
Com o objetivo de avaliar a associação entre o efeito neuroprotetor da 
atorvastatina e da fluoxetina, com a modulação de um dos mecanismos 
associados à toxicidade glutamatérgica em fatias hipocampais, o 
protocolo de liberação de glutamato foi utilizado. 
A Fig. 4 mostra que o tratamento repetido com atorvastatina ou 
fluoxetina (10mg/kg, 1 vez/dia, 7 dias consecutivos, p.o.), diminui o 
aumento da liberação de glutamato induzida pela toxicidade 
glutamatérgica. 
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Figura 4. Tratamento subcrônico com atorvastatina reduz a liberação de 
glutamato induzida pela toxicidade glutamatérgica. Camundongos foram 
tratados com salina, Atorvastatina (Ator) (10mg/kg, 1 vez/dia, 7 dias 
consecutivos, p.o.) ou Fluoxetina (Fluox) (10mg/kg, 1 vez/dia, 7 dias 
consecutivos, p.o.). No oitavo dia os animais foram mortos por decapitação, os 
hipocampos foram obtidos e fatiados. As fatias foram incubadas por 15 minutos 
com glutamato (Glu) 10 mM. Os grupos controle foram incubados apenas com 
tampão HBSS-Na
+
 e a liberação foi avaliada após incubação com D-
[
3
H]aspartato, medido no sobrenadante por cintilação líquida. As barras 
representam a média + desvio padrão de 10 experimentos realizados em 
triplicata (ANOVA de uma via seguida de Duncan). *** indica média diferente 
dos grupos controle, P<0,0001; # indica média diferente do grupo Glu 10mM, 
P<0,05. 
 
Uma vez que a administração aguda de atorvastatina (0,1 – 
30mg/kg) a camundongos foi capaz de desencadear um efeito tipo-
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antidepressivo no TSC e no TNF (Fig.1, parte I), porém foi incapaz de 
exercer efeito neuroprotetor frente à excitotoxicidade glutamatérgica (ex 
vivo em fatias hipocampais e corticais) e considerando que a 
administração repetida de atorvastatina e também de fluoxetina (10 
mg/kg, p.o., 1vez/dia, 7 dias consecutivos) foi capaz de prevenir a perda 
de viabilidade celular desencadeada pela incubação das fatias 
hipocampais com glutamato 10mM, avaliou-se se o mesmo tratamento 
seria capaz de desencadear um efeito tipo-antidepressivo no TSC.  
A Fig. 5 mostra que o tratamento repetido com atorvastatina, (1 e 
10mg/kg, p.o., 1vez/dia, 7 dias consecutivos), bem como com fluoxetina 
(10mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi capaz de diminuir  o 
tempo de imobilidade no TSC (A), sem alterar o número de cruzamentos 
no TCA (B), caracterizando um efeito tipo-antidepressivo da 
administração subcrônica da atorvastatina.  
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Figura 5. Efeito tipo-antidepressivo do tratamento subcrônico de 
atorvastatina em camundongos no TSC. O efeito da administração oral de 
atorvastatina (1 e 10 mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos), bem como de 
fluoxetina (10mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) no tempo de 
imobilidade no TSC (A) e no número de cruzamentos no TCA (B) em 
camundongos. Atorvastatina (p.o.) foi administrada utilizando a técnica de 
gavagem  na dose de 1 ou 10 mg/kg, uma vez ao dia por um período de 7 dias 
consecutivos. Fluoxetina (10mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi 
utilizada como controle positivo. Valores são expressos como média + erro 
padrão (n=10). *indica grupos significativamente diferentes do grupo controle  
p< 0,05 e ** indica p< 0,01 (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). 
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5 DISCUSSÃO 
 
Os efeitos pleiotrópicos das estatinas no SNC já foram 
evidenciados por uma série de estudos (Kureishi et al., 2000; Vaughan, 
2003; Young-Xu et al., 2003; Liao e Laufs, 2005; Miida et al., 2007). 
Em concordância, parece existir uma relação entre a utilização dessa 
classe de medicamentos e o bem-estar psicológico de pacientes com 
depresssão (Liao e Laufs, 2005) e ansiedade (Young-Xu et al., 2003). 
Dentre as estatinas disponíveis para utilização, a atorvastatina é uma 
estatina sintética e lipossolúvel que desencadeia efeitos colaterais bem 
tolerados (Schachter, 2004) e apresenta segurança de utilização em altas 
doses (Schwartz et al., 2001; Koren, Hunninghake, 2004). Apoiado 
nessas evidências avaliou-se o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina 
utilizando modelos animais preditivos para avaliação de fármacos com 
atividade antidepressiva.  
O TNF e o TSC são testes comportamentais largamente utilizados 
no screening de novas drogas com atividade antidepressiva (Porsolt et 
al., 1977; Steru et al., 1985). O TSC é considerado menos estressante 
que o TNF e parece apresentar melhor sensibilidade farmacológica a 
baixas doses de substâncias com atividade antidepressiva. Uma única 
administração de atorvastatina p.o. (0,1, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg) 
desencadeou um efeito tipo-antidepressivo no TNF (Fig. 1A, parte I)  e 
no TSC (Fig. 1C, parte I), sem alterar a atividade locomotora dos 
animais (Figs. 1B e 1D, parte I). A dose de 0,01 mg/kg, p.o. não foi 
capaz de diminuir o tempo de imobilidade dos animais nem no TNF 
nem no TSC, sendo portanto considerada a dose sub-efetiva. O efeito 
tipo-antidepressivo desencadeado é dose dependente e mantido por um 
período de 4 horas após a sua administração (Fig. 2A, parte I), sem 
alterar a atividade locomotora em nenhum dos tempos testados (Fig. 2B, 
parte I). Já foi demonstrado que em roedores a atorvastatina apresenta 
pico plasmático máximo após 1 hora da sua administração (Black et al., 
1998). Em humanos o pico plasmático da atorvastatina dá-se após 1-2 
horas da ingestão, o tempo de meia-vida é de 14 horas, e ela é 
rapidamente absorvida (Drug Bank, 2011).   
Considerando que estudos apontam o envolvimento da 
excitotoxicidade glutamatérgica na neurobiologia da depressão (Kugaya 
e Sanacora, 2005; Sanacora et al., 2012) e ainda que drogas que atuam 
modulando este sistema podem desencadear efeitos antidepressivos 
bastante expressivos tanto em animais quanto em humanos (Sanacora et 
al., 2008), avaliou-se a participação da via L-arginina-NO-GCs-GMPc 
no efeito desencadeado pela atorvastatina no TSC (parte I). 
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A administração de NMDA foi capaz de reverter o efeito da 
atorvastatina em diminuir o tempo de imobilidade dos animais no TSC, 
o que sugere uma dependência dos receptores NMDA neste efeito, 
embora o mecanismo de interação entre a atorvastatina e os receptores 
NMDA não tenha sido ainda elucidado. Em concordância, a co-
administração de um antagonista de receptor NMDA, o MK-801 e a 
atorvastatina, ambos em doses sub-efetivas, produziu um efeito tipo-
antidepressivo (Fig. 3, parte I). Estudos prévios já demonstraram que as 
estatinas protegem culturas de neurônios da morte celular desencadeada 
pela excessiva estimulação de receptores NMDA (Bosel et al., 2005). 
Dados do nosso grupo também demonstraram o efeito neuroprotetor da 
atorvastatina frente a convulsões desencadeadas pelo ácido quinolínico, 
um agonista do receptor NMDA (Piermartiri et al., 2009). Ainda, a 
atorvastatina preveniu a degeneração celular induzida pelo peptideo Aβ1-
40, reduzindo as respostas inflamatórias e oxidativas e aumentando a 
expressão de transportadores gliais de glutamato (Piermartiri et al., 
2010). Desta forma, outros estudos já haviam demonstrado uma 
correlação entre os efeitos da atorvastatina e a modulação do sistema 
glutamatérgico.   
Além disso, dados da literatura já relataram que a co-
administração de antagonistas do receptor NMDA como a amantadina e 
memantina, com antidepressivos clássicos como a fluoxetina, 
venlafaxina e imiprimina resultou em efeito tipo-antidepressivo, 
observado pela diminuição do tempo de imobilidade de ratos 
submetidos ao TNF (Rogóz et al., 2002), mostrando uma importante 
relação entre o sistema glutamatérgico e o sistema monoaminérgico, e 
talvez uma possível estratégica de tratamento a ser utilizada.  
O hipocampo de humanos contém uma alta densidade de 
receptores NMDA e neurônios expressando a NOSn, sugerindo a 
existência de uma via de transdução entre receptores NMDA e NO, via 
esta que pode estar envolvida na patogênese da depressão e no 
mecanismo de ação dos antidepressivos (Paul e Skolnick, 2003). Uma 
vez ativado, os receptores NMDA permitem o aumento dos níveis 
intracelulares de Ca
2+
, a ligação deste com a calmodulina e a formação 
de NO através da atividade de NOSn (Esplugues et al., 2002). A estreita 
relação entre os receptores NMDA e o NO, e também os efeitos tipo-
antidepressivo de antagonistas de NMDA levaram a estudos do efeito 
antidepressivo de inibidores da NOS. Dados recentes apontaram a 
modulação da via L-arginina-NO-GMPc por compostos com atividade 
tipo-antidepressiva (Zomkowski et al., 2010; Moretti et al., 2011; Zeni 
et al., 2011). Em humanos, o azul de metileno, um inibidor da NOS, 
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apresentou-se como estratégia antidepressiva em pacientes com 
depressão maior (Naylor et al., 1987).  
O pré-tratamento dos animais com L-arginina (substrato da NOS) 
foi capaz de reverter a redução do tempo de imobilidade desencadeado 
pela atorvastatina no TSC (Fig. 4, parte I). Estes resultados indicam que 
o efeito da atorvastatina pode depender pelo menos em parte da inibição 
da síntese do NO. Estratégias antidepressivas clássicas como a 
desipramina, fluoxetina e moclobemida foram capazes de reverter a 
lesão induzida por NMDA em células PC12, e também inibir a via de 
sinalização NMDA-NO (Li et al., 2006). Esses relatos são consistentes 
com a idéia de que antidepressivos utilizados na clínica podem 
compartilhar uma habilidade em bloquear ou reduzir a função do 
receptor NMDA. 
O envolvimento da via L-arginina-NO-GMPc no efeito tipo-
antidepressivo da atorvastatina no TSC é reforçado pelo fato de que uma 
dose sub-efetiva de 7-nitroindazol (inibidor específico de NOSn), azul 
de metileno (inibidor da NOS e da GCs) ou ODQ (inibidor específico da 
GCs), desencadearam um efeito tipo-antidepressivo em combinação 
com uma dose sub-efetiva de atorvastatina (Fig. 5, parte I). Níveis 
aumentados de GMPc e uma diminuição na expressão genética de PDE 
foram observados no hipocampo de ratos submetidos ao tratamento 
crônico com fluoxetina e imipramina (Reierson et al., 2009). Portanto, o 
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina pode ser mediado pela 
redução de GMPc, como uma conseqüência da redução da síntese de 
NO. Em concordância, o pré-tratamento dos animais com sildenafil 
(inibidor da PDE tipo 5, que aumenta os níveis de GMPc) reverteu o 
efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina (Fig. 6, parte I). Esses dados 
reforçam a hipótese de que a administração de atorvastatina produz uma 
redução nos níveis de GMPc, e que este pode ser um importante alvo no 
efeito desencadeado pela atorvastatina no TSC.  
O BDNF é um fator neurotrófico envolvido na plasticidade 
neuronal (Jin et al., 2002). Um estudo clínico que mensurou os níveis 
séricos de BDNF em pacientes com depressão não tratada, mostrou que 
os níveis desta neurotrofina estavam significativamente menores quando 
comparados com os níveis de BDNF de um grupo de participantes 
saudáveis (Gonul et al., 2005). Já foi proposto que as estatinas podem 
aumentar a clivagem do pro-BDNF a BDNF, uma vez que ativam a 
proteína ativadora de plasminogênio tecidual (tPA), o que pode resultar 
em efeito tipo-antidepressivo (Tsai et al., 2007). Considerando esta 
suposição, os níveis hipocampais de BNDF, em animais tratados 
agudamente com atorvastatina foi avaliado. A atorvastatina foi capaz de 
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aumentar, após uma única administração, os níveis hipocampais de 
BDNF (Fig. 7, parte I). Dados prévios da literatura demonstraram que 
um tratamento mais prolongado com atorvastatina (14 dias) levou ao 
aumento dos níveis de BNDF em camundongos submetidos a um 
modelo de isquemia cerebral (Chen et al., 2005). Resultados 
comparáveis foram demonstrados com ratos tratados com simvastatina 
pelo mesmo período de tempo, onde o aumento dos níveis de BDNF foi 
observado após trauma encefálico (Wu et al., 2008). Contudo, esta é a 
primeira vez que o aumento dos níveis de BDNF hipocampal, em 
conseqüência de uma administração única de atorvastatina foi 
demonstrado.  
Como comentado anteriormente os agentes moduladores do 
sistema glutamatérgcio, em particular a ketamina, um antagonista de 
receptores NMDA, tem sido propostos como substâncias capazes de 
induzir um rápido efeito antidepressivo tanto em animais como em 
humanos (Li et al., 2010). Ainda, a administração aguda de ketamina 
induz um efeito tipo-antidepressivo e aumento dos níveis de BDNF em 
ratos (Garcia et al., 2008). Corroborando com esta idéia, um trabalho 
recente do nosso grupo demonstrou que o extrato aquoso da Aloysia 
gratissima desencadeia um efeito tipo antidepressivo através da 
modulação da via L-arginina-NO-GMPc, e da prevenção da 
excitotoxicidade glutamatérgica em fatias hipocampais de camundongos 
(Zeni et al., 2011), o que fornece uma evidência para a relação entre o 
efeito tipo-antidepressivo e neuroproteção.  Neste trabalho, a 
atorvastatina induziu um efeito tipo-antidepressivo em camundongos via 
modulação dos receptores NMDA e aumento dos níveis hipocampais de 
BDNF.  Desta forma, o efeito tipo-antidepressivo da atorvastatina pode 
ser correlacionado com sua ação neuroprotetora, uma vez que ela 
modula a transmissão glutamatérgica e aumenta os níveis de um fator 
neurotrófico relacionado com sobrevivência neural. Considerando que a 
infusão intraventricular ou intrahipocampal aguda de BDNF 
desencadeia um efeito tipo-antidepressivo rápido (Shirayama et al., 
2002; Hoshaw et al., 2005) e que a administração aguda de ketamina é 
capaz de desencadear um efeito antidepressivo sustentado por aumentar 
os níveis de BDNF (Monteggia et al., 2004), sugere-se que 
possivelmente a atorvastatina promova efeito antidepressivo rápido.  
A segunda parte dos resultados explora de forma mais detalhada a 
relação entre o efeito tipo-antidepressivo e neuroprotetor da 
atorvastatina, utilizando um protocolo de toxicidade glutamatérgica em 
fatias de hipocampo e córtex frontal. O hipocampo é uma das estruturas 
cerebrais mais susceptíveis à excitotoxicidade, e estudos demonstraram 
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uma redução do volume hipocampal em pacientes com depressão, 
redução esta que pode ser correlacionada com a duração da doença 
(Koolschijn et al., 2009). Além do hipocampo, regiões do encéfalo como 
o córtex pré-frontal estão envolvidas no processamento da emoção e na 
integração desta com a cognição e as funções viscerais (Frangou, 2006). 
A depressão está associada a alterações morfológicas dessas regiões, 
como atrofia, vulnerabilidade seletiva a morte celular de neurônios 
regionais, alterações neuroquímicas, mudanças na sinalização 
intracelular e na expressão gênica (Tsankova et al., 2007). Já foi 
demonstrado que concentrações milimolares de glutamato podem 
induzir excitotoxicidade aguda em fatias de hipocampo e assim 
promover uma redução na viabilidade celular. Essa perda de viabilidade 
celular induzida por glutamato ocorre através da ativação de receptores 
ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato, da reversão de 
transportadores glutamatérgicos, além da ativação de vias de sinalização 
das MAP cinases, que ativam a proteína p38
MAPK
 (Molz et al., 2008). 
Fatias de tecido apresentam vantagens em relação a outros modelos in 
vitro pelo fato de que mantêm a citoarquitetura do tecido de origem, 
visto que preservam as interações neurônio-glia (Gahwiler et al., 1997).  
 Inicialmente, a validade do protocolo de toxicidade 
glutamatérgica in vitro proposto por Molz e colaboradores (2008) para 
fatias de hipocampo de ratos jovens foi avaliada para fatias de 
hipocampo de camundongos adultos. Demonstrou-se que a incubação 
das fatias hipocampais com glutamato 10 mM por 1 hora seguida de um 
período de incubação de 4 horas com meio de cultura, diminuiu de 
maneira mais significativa a viabilidade celular, sendo este o protocolo 
utilizado para a indução de toxicidade por glutamato (Fig.1 parte II).   
Este estudo avaliou os efeitos da administração aguda de 
atorvastatina frente à toxicidade glutamatérgica induzida em fatias 
hipocampais e de córtices frontais de camundongos. A administração 
aguda de atorvastatina não foi capaz de prevenir a perda da viabilidade 
celular induzida por glutamato nas fatias hipocampais, nem tão pouco 
nas fatias de córtex frontal. Apesar deste fato, foi demonstrado que a 
atorvastatina desencadeia um efeito tipo-antidepressivo no TSC e no 
TNF, e aumenta os níveis hipocampais de BDNF (parte I). Utilizou-se, 
portanto, a fluoxetina, um antidepressivo clássico inibidor seletivo da 
recaptação de serotonina, que apresenta efeito antidepressivo bem 
estabelecido em animais (10mg/kg, p.o., TSC) e humanos como controle 
positivo. A administração aguda de fluoxetina também foi incapaz de 
prevenir a perda da viabilidade celular induzida por glutamato tanto nas 
fatias de hipocampo como nas fatias de córtex frontal (Fig.2 parte II). 
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Desta forma, tanto a atorvastatina como a fluoxetina apresentaram efeito 
tipo-antidepressivo, porém, foram incapazes de prevenir a perda de 
viabilidade celular desencadeada pela incubação com glutamato. 
Os efeitos neuroprotetores da atorvastatina demonstrados em 
estudos anteriores foram avaliados após o uso repetido da mesma. A 
exposição de neurônios corticais a atorvastatina por 2 a 4 dias 
consecutivos, preveniu a morte celular induzida por NMDA (Zacco et 
al., 2003; Ponce et al., 2011) e também da toxicidade induzida por 
glutamato (Bosel et al., 2005). Além disso, dados do grupo 
demonstraram que a administração repetida de atorvastatina (10 mg/kg, 
p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) preveniu a morte celular induzida 
pelo peptídeo Aβ1-40 
 
(Piermartiri et al., 2010), além de prevenir 
convulsões desencadeadas pelo ácido quinolínico (Piermartiri et al., 
2009). 
Considerando o exposto acima, avaliou-se o efeito neuroprotetor 
da administração repetida de atorvastatina a camundongos, através de 
uma abordagem ex vivo, onde fatias de hipocampo e de córtex frontal 
foram submetidas à toxicidade glutamatérgica. Fluoxetina (10mg/Kg, 
p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi utilizada como controle positivo. 
A atorvastatina foi capaz de prevenir a perda da viabilidade celular 
induzida por glutamato nas fatias de hipocampo, porém não nas fatias de 
córtex frontal. A atividade neuroprotetora apresentou-se como dose-
dependente. De forma semelhante a fluoxetina apresentou atividade 
neuroprotetora frente à toxicidade induzida por glutamato nas fatias 
hipocampais, porém não nas fatias corticais (Fig. 3 parte II). O 
mecanismo pelo qual áreas específicas do encéfalo, como o hipocampo, 
são mais vulneráveis à excitotoxicidade é desconhecido (Wang et al., 
2000) e as propriedades neuronais intrínsecas nessas áreas podem 
favorecer o desbalanço na sinapse excitatória. A neuroproteção regional, 
já foi demonstrada em trabalhos anteriores. O MK-801, um antagonista 
do receptor NMDA, foi capaz de reduzir a morte celular induzida por 
um modelo de isquemia cerebral com diferentes seletividades no 
estriado, córtex e hipocampo (Warner et al., 1991). De forma 
semelhante, trabalhos relatam o efeito neuroprotetor de diferentes 
estatinas no hipocampo de roedores, frente à epilepsia induzida por 
pilocarpina (Rangel et al., 2005), através da diminuição de citocinas 
inflamatórias (Gouveia et al., 2011); frente ao trauma encefálico através 
do aumento de BDNF, ativação da via PI3K/Akt e da neurogênese no 
giro denteado (Wu et al., 2008); frente à convulsões induzidas por ácido 
quinolínico através do aumento da captação de glutamato (Piermartiri et 
al., 2009); e ainda frente à morte celular, estresse oxidativo e inflamação 
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hipocampal induzida por peptídeo Aβ1-40 (Piermartiri et al., 2010).  Em 
concordância, em uma análise ex vivo, Mallei e colaboradores (2002) 
observaram que o tratamento crônico de ratos por 21 dias com 
fluoxetina, leva ao aumento dos níveis de FGF2, um fator neurotrófico 
relacionado à sobrevivência neuronal, preferencialmente no hipocampo 
e não no córtex. O mesmo grupo ainda especula que antidepressivos que 
atuam regulando o sistema serotoninérgico induzem ao aumento de 
FGF2 no hipocampo, enquanto antidepressivos que atuam modulando o 
sistema noradrenérgico atuam induzindo o aumento deste fator 
neurotrófico preferencialmente a nível cortical. Ainda, o tratamento 
repetido com fluoxetina (21 dias) preveniu a morte celular hipocampal e 
estriatal induzida por dexametasona em ratos (Haynes et al., 2004). 
Corroborando com esses dados, o tratamento com fluoxetina pelo 
mesmo período de tempo levou ao aumento dos níveis de BDNF e a 
neurogênese no hipocampo, o que não acontece na medula espinhal 
(Engesser-Cesar et al., 2007) 
Um grande número de estudos tem demonstrado que a 
administração repetida de agentes antidepressivos pode reduzir a 
liberação pré-sináptica de glutamato o que resulta em neuroproteção 
(Sanacora et al., 2012).  A liberação de glutamato ocorre tanto por 
neurônios pré-sinápticos, através da exocitose cálcio-dependente, como 
também por astrócitos, regulando a atividade neuronal. A liberação 
astrocitária de glutamato pode ocorrer através de diversos mecanismos, 
dentre eles: (I) reversão dos transportadores de glutamato e (II) 
exocitose dependente de íons Ca
2+
 (Malarkey e Parpura, 2008). Quando 
a reversão dos transportadores de glutamato ocorre, o glutamato em vez 
de ser captado é liberado para o meio, o que aumenta a concentração 
deste neurotransmissor na fenda sináptica aumentando 
conseqüentemente o dano celular (Camacho e Massieu, 2006).  Existe 
uma correlação direta entre a disfunção dos transportadores de 
glutamato, aumento da concentração do neurotransmissor na fenda 
sináptica e desenvolvimento de dano celular excitotóxico tanto em 
modelos de estudo in vivo como em modelos in vitro (Maragakis e 
Rothstein, 2004). 
 Tanto a atorvastatina como a fluoxetina (10mg/kg, p.o., 1 
vez/dia, 7 dias consecutivos) diminuíram a liberação de glutamato 
induzida pela toxicidade glutamatérgica em fatias de hipocampo de 
camundongos, sem alterar per se este parâmetro (Fig.4, parte II). Esta 
foi a primeira vez que os efeitos da atorvastatina frente à liberação de 
glutamato foram demonstrados. O tratamento com atorvastatina 
(10mg/kg, p.o., 1 vez/dia, 7 dias consecutivos) foi previamente avaliado 
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frente a diminuição da captação de glutamato induzida por ácido 
quinolínico e pelo peptídeo Aβ1-40 (Piermartiri et al., 2009; Piermartiri et 
al., 2010). Nesta abordagem a atorvastatina aumenta a captação de 
glutamato, diminuindo, portanto a excitotoxicidade. Uma abordagem 
semelhante foi realizada por Michael-Titus e colaboradores (2000), que 
mostraram que a administração repetida (21 dias) de imipramina 
(antidepressivo tricíclico) ou fenelzina (inibidor da monoamina oxidase) 
a ratos, foi capaz de reduzir a liberação de glutamato induzida por 
potássio, em fatias de córtex pré-frontal. Ainda, um estudo utilizando 
microdiálise mostrou que a infusão aguda de desipramina, imipramina 
(antidepressivos tricíclicos) e citalopram (inibidor seletivo da recaptação 
de serotonina) no córtex pré-frontal de ratos, diminuiu a liberação de 
glutamato e aspartato estimulada por veratridina (ativador de canal de 
sódio) (Golembiowska e Zylewska, 1999). Em outro estudo, o 
tratamento crônico com desipramina, fluoxetina ou venlafaxina, aboliu 
completamente a liberação de glutamato aumentado pelo estresse, 
sugerindo que este mecanismo seja importante para o efeito 
farmacológico desses antidepressivos (Musazzi et al., 2010). Assim, se 
substâncias com atividade antidepressiva podem induzir uma 
diminuição na hiperatividade glutamatérgica em regiões críticas do 
encéfalo, o seu uso prolongado pode ter um importante potencial 
neuroprotetor na depressão (Michael-Titus et al., 2000). 
A fim de estabelecer a relação entre a atividade neuroprotetora da 
administração repetida da atorvastatina como seu efeito antidepressivo, 
utilizou-se o TSC. A fluoxetina foi utilizada como controle positivo. A 
atorvastatina (1 e 10 mg/kg, p.o.) assim como a fluoxetina (10 mg/kg, 
p.o.) foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade dos camundongos no 
TSC (Fig. 5, parte II), mantendo portanto o efeito tipo-antidepressivo 
observado com o tratamento agudo (Fig. 1, parte 1). Alguns estudos vêm 
demonstrando que o efeito neuroprotetor e antidepressivo de muitas 
substâncias podem ser relacionados. A avaliação dos efeitos 
neuroprotetores dos antidepressivos tem ocupado um papel central no 
estudo da patofisiologia da depressão, como também no mecanismo de 
ação de drogas com atividade antidepressiva (Duman, 2009). O uso de 
antidepressivos acarreta em efeitos positivos na plasticidade sináptica, 
aumentando neurotrofinas como o BDNF, que por sua vez estimula o 
crescimento de neurônios serotoninérgicos no encéfalo de ratos adultos 
(Altar, 1999; Sairanen et al., 2007). Lim e colaboradores (2009) 
relataram o efeito neuroprotetor da fluoxetina frente à isquemia cerebral, 
via modulação da resposta inflamatória. Um dado recente do nosso 
laboratório mostrou o efeito neuroprotetor frente à toxicidade 
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glutamatérgica e tipo-antidepressivo da administração aguda do extrato 
aquoso de Aloysia gratissima a camundongos (Zeni et al., 2011). Além 
disso, os efeitos neuroprotetores da fluoxetina foram relatados por Jin e 
colaboradores (2009), que mostraram a atividade desse antidepressivo 
frente à morte celular hipocampal induzida por ácido kaínico.       
 Assim, pode-se propor através dos dados demonstrados que a 
administração aguda da atorvastatina desencadeia um efeito tipo-
antidepressivo em camundongos que depende pelo menos em parte da 
modulação do receptor NMDA e da via de sinalização L-arginina-NO-
GCs-GMPc. Esse tratamento agudo não foi capaz de prevenir a perda da 
viabilidade celular desencadeada pela incubação de fatias hipocampais 
ou corticais com glutamato, porém foi capaz de aumentar os níveis 
hipocampais de BDNF, mostrando uma possível associação entre o 
efeito tipo-antidepressivo e o aumento dos níveis de uma neurotrofina. 
De mesma forma o tratamento repetido com atorvastatina, foi capaz de 
desencadear um efeito tipo-antidepressivo comparável ao efeito 
desencadeado pela fluoxetina, um antidepressivo clássico. O efeito 
antidepressivo, proveniente da administração repetida de atorvastatina 
assim como da fluoxetina, podem ser associados ao efeito neuroprotetor 
dependente de dose e região-específica desencadeado por ambas as 
substâncias frente à toxicidade glutamatérgica. A atividade 
neuroprotetora da administração repetida da atorvastatina e da fluoxetina 
a camundongos pode ser devida à diminuição da liberação de glutamato 
induzida por glutamato em fatias hipocampais.  
Desta forma, este estudo demonstrou que a atorvastatina 
apresenta efeito neuroprotetor e antidepressivo que podem estar 
associados à modulação dos níveis de glutamato extracelular e ao 
aumento dos níveis de uma neurotrofina.  
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6 CONCLUSÃO 
 
 A administração aguda de atorvastatina (p.o.) em camundongos 
desencadeia efeito tipo-antidepressivo no TNF e no TSC, dois 
modelos preditivos para avaliação de fármacos com atividade 
antidepressiva; 
 
 O efeito tipo-antidepressivo da adminstração aguda de 
atorvastatina (p.o.) em camundongos depende da modulação do 
receptor NMDA e da via de sinalização L-arginina-NO-GCs-
GMPc, além do aumento dos níveis hipocampais de BDNF; 
 
 A administração aguda de atorvastatina (p.o.) em camundongos 
não foi capaz de prevenir a morte celular desencadeada pela 
incubação de fatias de hipocampo ou de córtex frontal com 
glutamato (ex vivo);  
 
 O tratamento repetido dos camundongos com atorvastatina 
(p.o.) preveniu a perda da viabilidade celular em fatias de 
hipocampo, porém não de córtex frontal, submetidas a 
toxicidade glutamatérgica, via diminuição da liberação de 
glutamato induzida por glutamato (ex vivo). Este efeito também 
foi observado pela administração repetida de fluoxetina (p.o.) a 
camundongos; 
 
 O efeito tipo-antidepressivo no TSC da administração repetida 
de atorvastatina (p.o.) a camundongos é comparável ao efeito 
desencadeado pelo tratamento repetido (p.o.) com fluoxetina, e 
este efeito pode ser associado ao efeito neuroprotetor 
desencadeado pelo mesmo tratamento frente à toxicidade 
glutamatérgica. 
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